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A, Chemische Voruntersuchungen, 


Der Begriff des siureléslichen Blutphosphors stammt von 
Greenwald.”) Er hat diese Fraktion denjenigen Phosphor- 
verbindungen gegeniibergestellt, die bei EiweiSfallung in saurem 
Medium vollstiindig im Niederschlag bleiben. Es handelt sich 
bei diesen unldslichen Anteilen nach Bloor®) wohl ausschlieB- 





*) Eine vorliiufige Mitteilung wurde auf der 89. Versammlung 
Deutscher Naturforscher und Arzte, Diisseldorf 1926, vorgetragen. 

*) Greenwald, Jl. of Biol. Chem. Bd. 14, S. 369 (1913); Bd. 21, 
S. 29 (1915); Bd. 25, S. 431 (1916). 

*) Bloor, Jl. of Biol. Chem. Bd. 36, S. 49 (1918). 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CLXV. 12 








172 Hans Jost, 


lich um Phosphatide, wihrend der in den sauren Filtraten 
enthaltene Phosphor die anorganische Phosphorsdure und mehrere 
organische Phosphorsiureester umfaBt, von denen bis vor kurzem 
nur ein Nucleotid') bekannt war. 

1925 hat Greenwald?) dann amorphe Bariumsalze eines 
nichtreduzierenden, siureléslichen Phosphorsiureesters isoliert. 
Dieser war anscheinend identisch mit einem ebenfalls nicht- 
reduzierenden Ester, den Embden?) schon vor mehreren Jahren 
aus den roten Blutkérperchen des Pferdes als Brucinsalz iso- 
lierte und als den wesentlichsten Bestandteil des siureldslichen 
Blutphosphors erkannte. 

Die Untersuchungen, die damals aus 4uBeren Griinden 
unterbrochen wurden, habe ich auf Veranlassung von Herrn 
Professor Embden wieder aufgenommen, als die schon erwiihnte 
Arbeit von Greenwald iiber einen ,,Neuen Typ einer Phos- 
phorsiureverbindung des Blutes“ erschienen war. 

Die von Greenwald gewonnenen Analysenergebnisse 
stimmten auf Bariumsalze einer zweifach mit Phosphorsiure 
veresterten Glycerinsiure. Da dieser Yorscher nun aber keine 
krystallisierten Substanzen in Hianden hatte, war ihm der 
Nachweis von Glycerinsiure nach Hydrolyse des Esters mit 
verdiinnter Schwefelsiure um so wertvoller. 

Die Glycerinsiure wurde allerdings erst bei mehrtiigigeim 
Erhitzen mit verdiinnter Schwefelsiiure auf 100° abgespalten. Dai 
es sich bei ihr um ein sekundires Umwandlungsprodukt handelte, 
war von vornherein nicht ganz sicher auszuschlieBen. Da ferner 
erfahrungsgemiB bei der Fallung von Barium- oder Bleisalzen 
in Filtraten von biologischem Material selten ohne weiteres 
einheitliche Substanzen erhalten werden, muBbte der chemische 
Aufbau des Esters an krystallinischen Derivaten gepriift werden. 

Als dann die chemische Struktur des Esters ganz in Uber- 
einstimmung mit den Greenwaldschen Befunden geklirt war, 
tesselte uns sofort die Frage nach seiner biologischen Bedeutung. 


) Jackson, Jl. of Biol. Chem. Bd. 59, 8. 529 (1924). 

*) Greenwald, Jl. of Biol. Chem. Bd. 63, S. 339 (1925). 

5) Embden, zitiert nach Lawaczeck, Biochem. Zs. Bd. 145, 8. 351 
(1924). 
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1. Darstellung der Diphosphoglycerinsaure. 


Greenwald benutzte zur Darstellung des Esters Schweine- 
blut. Nach unseren Erfahrungen ist aber auch aus Pferdeblut, 
das in gréBeren Mengen leicht zu beschaffen war, eine gute 
Ausbeute zu erhalten. 


101 frisches defibriniertes Pferdeblut bleiben etwa eine Stunde im 
Kiihlraum des Schlachthauses stehen, Das iiberstehende Serum wird 
dann soweit wie méglich durch Abhebern entfernt. Der die roten Blut- 
kérperchen enthaltende Riickstand wird in Portionen von je 1,51 nach 
Schenck gefillt, und zwar mit 1,5 1 4°/,iger Salzsiiure, 31 Wasser und 
31 5°/,iger Sublimatlésung unter griindlichem Umriihren. Am niichsten 
Tage wird nach erneutem Aufriihren und Dekantieren durch Faltenfilter, 
dann auf der Nutsche filtriert, das Quecksilber durch Schwefelwasserstoff 
und dieser durch einen Luftstrom entfernt. 

Die stark saure Reaktion der ciweibfreien Filtrate wird durch 
Zugabe von 30°/,iger Natronlauge auf schwachsauer gegen Congopapier 
abgestumpft. Nach Zugabe von festem frisch umkrystallisierten Baryt- 
hydrat bis zur schwach alkalischen Reaktion entsteht ein wei8er, volumi- 
néser Niederschlag, der neben der organischen auch die anorganische 
Phosphorsiiure enthilt. 

Im Eisschrank li8t man gut absitzen, hebert die iiberstehende Fliissig- 
keit ab und saugt den Niederschlag auf der Nutsche scharf ab. Er mnu8 
griindlich gewaschen werden. Dies geschieht am besten durch mehr- 
maliges Anreiben in der Reibschale mit nachfolgender Filtration auf 
der Nutseche. Der gereinigte Niederschlag wird alsdann mit 10°/,iger 
Schwefelsfure zersetzt und die iiberschiissige Schwefelsiiure mit Barium- 
hydroxyd genau entfernt. Zum Filtrat vom Bariumsulfat gibt man ge- 
sittigte neutrale Lleiacetatlésung, bis keine weitere Fillung mehr auf- 
tritt. Der Niederschlag enthalt im wesentlichen den gesuchten Ester 
und anorganisches Phosphat. Nachdem er sich im Eisschrank abgesetzt 
hat, wird er abfiltriert, wie die Bariumfillung mehrmals durch Anreiben 
und Filtrieren gewaschen und schlieBlich mit Schwefelwasserstotf zersetzt. 
Da die Flissigkeit nach der Schwefelwasserstoffbehandlung mit nach- 
folgender Durechliftung hiiufig cinen eigenartigen Geruch behiilt und 
hierbei auch anorganische Phosphorsiiure abgespalten wird, ist es besser 
den Uleiniederschlag mit iiberschiissiger Schwefelsiiure zu zersetzen und 
diese init Bariumhydroxyd genau zu entfernen. Von diesem Verfahren 
haben wir bei den spiiteren Darstellungen immer Gebrauch gemacht. 

Zu der yom Blei befreiten, sauren Fliissigkeit, die man auf ein 
Volumen ven 200 cem bringt, wird nun Brucin in gesiittigter methyl- 
alkoholischer Lésung gegeben, und zwar bis blaues Lackmuspapier nicht 
mehr gerétet wird, wiihrend rotes schon deutliche Bliuung aufweist. 

12* 
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Hiufig krystallisiert das Brucinsalz iiberraschend schnell aus; man 
laBt die Krystallisation im Eisschrank zu Ende kommen, saugt scharf 
ab und krystallisiert noch mehrmals aus 100—200 cem heiBen Wassers wn. 

Aus dem Brucinsalz wird dann der freie Ester dargestellt. 

20 g Brucinsalz werden mit 50 ccm Wasser und iiberschiissigen 
Ammoniak verrieben, die abgeschiedene Brucinbase abfiltriert und d.s 
Filtrat mit kleinen Mengen Chloroform 10—15 mal ausgeschiittelt. Untey 
Zugabe von Barythydrat in kleinen Portionen wird die Fliissigkeit dann 
durch Vakuumdestillation bei 40° vom Ammoniak befreit, das ausgefallene 
Bariumsalz nach Abtrennung von der Fliissigkeit durch Schwefels‘iure 
zersetzt und die iiberschiissige Schwefelsiure durch Bariumhydroxy‘ 
genau wieder entfernt. Die vom Bariumsulfat befreite Fliissigkeit is: 
frei von anorganischer Phosphorsiure. Sie enthalt unter den geschildertey 
Bedingungen keine Spur von Brucin. (Negativer Ausfall der Salpeter 
siureprobe und der Geschmackspriifung.) Beim weiteren Einengen in 
Vakuum bleibt der Ester als sirupése Masse zuriick. 


2. Analytisches. 


Der so dargestellte Ester ist ganz frei von anorganischer 
Phosphorsiiure (negativer Ausfall der iiberaus empfindlichen 
Probe mit Strychnin—Molybdin—Salpetersiuregemisch), enthiilt 
keinen Stickstoff, reduziert nicht und zeigt keine Orcinreaktion. 

Das prichtig krystallisierende Brucinsalz des Esters ist 
meist schon nach der zweiten Krystallisation ganz rein und 
einheitlich. Das durch Baryt und Blei mitgefallte anorganisclie 
Phosphat bleibt in der Mutterlauge vollstandig zuriick. Als 
MaB fiir die Reinheit der erhaltenen Krystallfraktion diente 
uns der Phosphorgehalt, der bei mehrfachem Umkrystallisieren 
vollig konstant bleiben mubBte. 

Das in unseren ersten Versuchen gewonnene Brucinsal7 
nahm erst nach 4—5maligem Umkrystallisieren einen kon- 
stanten Phosphorgehalt an. Es zeigte sich spiter, da8 infolge 
zu vorsichtiger Neutralisation mit Brucin geringe Mengen sauren 
Salzes beigemengt waren. 

Zuniichst haben wir das neutrale Brucinsalz des Esters zur 
Analyse gebracht. Beim Trocknen bis zur Gewichtskonstanz bei 
100—105° im Trockenschrank verlor die vorher lufttrockene Su)- 
stanz noch etwa 20°/, an Gewicht. Die Analysenergebnisse des 


10 
bei 100—105° getrockneten Salzes lieBen uns zunichst im unklaren. 
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Die Werte veriinderten sich jedoch, als das Brucinsalz 
hei 140° im Hochvakuum getrocknet wurde. Es trat ein 
weiterer Gewichtsverlust ein und die Analysenergebnisse stimmten 
nun auf das neutrale Brucinsalz einer zweifach mit Phosphor- 
siure veresterten Glycerinsiure. 


O 
, p. OH 
CH,O—P: OH 
CHO—P : OH 
‘ ** OH 
cooH © 
20,63 mg Substanz ergaben 47,92 mg CO, und 11,87 mg H,0O. 
23,64 ,, : » 84,46, CO, ,, 13,50, H,O. 
1,28 ,, ‘i 0,400 cem N, bei 18° und 723mm Druck. 
28,2 5, - feucht verascht mit Strychnin—Molybdiin-Sal- 
petersiiuremischung') gefillt ergaben 68,2 mg Niederschlag. 
24,6mg Substanz ergaben ebenso 60,3 ,, ¥ ; 
Gef.: Prip. I 63,35°/, C 6,44°/, H 6,13°/, N 2,71°/, P 
» IL 62,83, 6,39°/, _ 2,75 °), 
Ber.: fiir C,H ,P,0,9(Cog3H2,0,No)s 
63,29 °/, 6,22, 6,26°/, 2,779), 


Das bei 100—105° zur Gewichtskonstanz getrocknete 
Brucinsalz muBte demnach noch Wasser enthalten. Bei An- 
nahme von 2 Mol ,,Konstitutionswasser“ stimmten dann auch 
unsere ersten Analysen recht befriedigend. 


21,00 mg Substanz ergaben 47,83 mg CO, und 12,42 mg H,0. 


20,70 ., : »  4%26, CO, , 11,80, H,O. 

11,69 ,, pe - 0,627 cem N, bei 16° und 738mm Druck. 

11,45 ,, it , 0,628, Ne , 16° ,, 788 5 4 

S76 . i x 90,7 mg Niederschlag von Sie 
Phosphomolybdat. 


29,6 mg Substanz ergaben 71,6 mg Niederschlag von Strychnin- 
Phosphomolybdat. 
Gef.: Prip. I 62,12°/, C 6,62°), H 6,03°), N*)  2,70°/, P 


» Il 62,27%, 6,38°/, 6,16°/, 2,71, 
Ber.: fiir C,HgP,0,o(C.sH,,0,N,),-2H,0. 
62,29 °/, 6,30°/, 6,16 °/, 2,73 °/, 


Nach mehreren vergeblichen Versuchen, zu krystallisierten 
Metallsalzen der Diphosphoglycerinsiure zu kommen, gelang 


1) Methodische Einzelheiten siehe weiter unten 
*) Diese Stickstoffwerte sind um — 2°/, korrigiert. 








176 Hans Jost, 





es schlieBlich durch Amidierung der Carboxylgruppe eine in 
Nadeln prichtig krystallisierende Substanz zu erhalten. 


Reine, im Vakuum getrocknete Diphosphoglycerinsiiure wurde mit 
iiberschiissigem Thionylchlorid versetzt und auf dem Wasserbade unter 
RiickfluB 380 Minuten lang erwiirmt, dann das iiberschiissige Thiony]- 
chlorid im Vakuum entfernt. Nach Zugabe von absolutem Alkohol wurde 
trockenes Ammoniak eingeleitet. Es bildeten sich wei®e Krusten, die | 
mehrfach mit Alkohol ausgekocht wurden. Aus ciner im Eisschrank 
getrennt aufbewahrten Portion des Extraktionsalkohols krystallisierte 
eine Fraktion, die véllig frei von anorganischer Substanz war. Nach 
den bis jetzt vorliegenden Analysen handelt es sich um das Ammonium- 
salz des Diphosphoglycerinsiureamids. Jedoch wurden bisher keine 
konstanten Stickstoffwerte erzielt, da die Verbindung ebenso wie neu. } 
trales Ammoniumphosphat beim Trocknen im Vakuum Ammoniak abgib! | 


Bei der Hydrolyse liefert der freie Ester entsprechend 
den Angaben Greenwalds neben anorganischer Phosphorsiure 
Glycerinsiure, die als Bariumsalz identifiziert wurde. 





Etwa 1g des freien Esters wurden mit 50 cem 5°/,iger Schwefe! 
siiure mehrere Tage lang auf dem siedenden Wasserbad unter Riickflu!) 
erhitzt. Nach dreimal 24 Stunden ist fast die gesamte Phosphorsiiure 
abgespalten. Die schwefelsaure Zersetzungsfliissigkeit wird nun mit 
Barythydrat alkalisiert und das ausgefallene Bariumphosphat und Barium- 
sulfat abfiltriert. Durch Einleiten von Kohlensiiure wird das iiberschiissige 
Bariumhydroxyd ausgefiallt, der Niederschlag abfiltriert und die Fliissigkei' 
im Vakuum auf ein Volumen von 10—20 cem gebracht. Nach nochmaligem 
Filtrieren wird durch Zusatz von 100 eem Alkohol das Bariumsalz der 
Glycerinsiure ausgefillt. Es wird noch 2—3mal in Wasser gelist und 
jedesmal wieder durch langsame Zugabe von Alkohol zur Abscheidung 
gebracht. 

Bei 140° getrocknet ergaben 137,5 mg Substanz 92,3 mg BaSQ,. 

Bei 140° im Hochvakuum getrocknet ergaben 21,38 mg Substanz 
16,07 mg CO, und 5,80 mg H,0. 





Gef.: 39,50°/, Ba 20,50°/, C 3,03°/, H. 
Ber.: fiir (CH,OH .CHOH.COO),Ba 
39,54°/, 20,72°/, 2,90°/,. 


Die Diphosphoglycerinsiure ist also ein aus einem Molekiil 
Glycerinsiure und zwei Molekiilen Phosphorsiure zusammen- 
gesetzter Ester (siehe auch Greenwald). GemaB der oben 
(vgl. S. 175) angegebenen Strukturformel muB sie eine fiini- 
basische Siure sein. Dies wurde noch durch Titration gepriift. 

Kine von anorganischer Phosphorsiiure freie Lésung des 
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Esters, die in 10 ccm 72,24mg organisch gebundene Phosphor- 
siure, d.h. 98,03 mg Diphosphoglycerinsiure enthielt, ver- 
brauchte bis zur Rotfirbung gegen Phenolphthalein 18,2 ccm 
n/,)-Natronlauge. Berechnet waren 18,4 ccm n/10-Natronlauge. 

Methodisches. Da die Brucinsalze sechwer verbrennlich waren, 
wurden sie mit PbCrO, und K,Cr,O0, gemischt verbrannt. 

Zur Phosphorbestimmung wurde etwa 0,1 g Brucinsalz mit 1 ecm 
konzentrierter Schwefelsiiure bis zur Verkohlung erhitzt, dann mehrmals 
einige Tropfen Perhydrol’) bis zur vollstindigen Entfirbung der Ver- 
aschungsfliissigkeit zugegeben. MHierbei ist zu beachten, daB man die 
Flissigkeit vor jeder Perhydrolzugabe abkiihlen li8t, nach dem Zusatz 
jedesmal unter Umschiitteln aufkocht und zum Schlu8 noch 10 Minuten 
lang zur vollstandigen Zerstérung des iiberschiissigen Wasserstoffsuper- 
oxydes erhitzt. Siedeverzug, der leicht zu Verlusten fiihrt, wird durch 
Glasperlen vermieden. In einem aliquoten Anteil der Veraschungs- 
fliissigkeit wird nach Neutralisation mit Ammoniak die Phosphorsiiure- 
bestimmung nach Embden?’) ausgefiihrt. 

Diese Art der Veraschung ist der urspriinglichen Methode mit 
Schwefelsiiure-Salpetersiiuregemisch weitaus tiberlegen. Sie verliiuft viel 
angenehmer und rascher und vermeidet Phosphorsiureverluste fast vollig. 


3. Chemische und physikalische Eigenschaften 
der Diphosphoglycerinsaure. 


Das neutrale Brucinsalz der Diphosphoglycerinsiure kry- 
stallisiert am schénsten aus verdiinnten waBrigen Liésungen. 
Ks bilden sich lange Nadeln, die bei konzentrierter Lésung 
oder bei schneller Krystallisation sich zu strahligen Rosetten 
vereinigen. Auch in Methylalkohol ist das Brucinsalz gut 
léslich und daraus krystallinisch zu erhalten. 

Der Schmelzpunkt ist wie bei den meisten Brucinsalzen 
nicht scharf; bei 160—170° sintert das wasserfreie Salz zu- 
sammen und schmilzt zwischen 170 und 178°. 

Die freie Diphosphoglycerinsiure ist ein hygroskopischer 
Sirup, der auch in Alkohol gut léslich ist. Sie dreht die Ebene 
des polarisierten Lichtes nach links. 


*) Die Veraschung mit konz. Schwefelsiiure und Wasserstoffsuper- 
oxyd ist zuerst von Baumann, Jl. of Biol. Chem. Bd. 59, S. 667 (1924) 
angegeben worden. 

*) Embden, Diese Zs. Bd. 113, S. 188 (1921). 
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Kine Liésung von freier Diphosphoglycerinsiure, die in 
100 ccm 6,126 g organisch gebundene Phosphorsiure, also 
8,313 g Diphosphoglycerinsaiure enthielt, zeigte im 4-dm-Rohr 
eine Drehung von — 0,76°. 


Greenwald fand bei einer allerdings wesentlich héheren 
Konzentration (27,7 °/,) 

{a}, = — 3,36. 

Die Alkalisalze der Diphosphoglycerinsaéure gleichen in 
ihrer groBen Wasserléslichkeit denen der Glycerinsiure. Die 
Barium- und Calciumsalze sind ebenso wie die Blei- und 
Silbersalze amorphe, in Wasser unldésliche Substanzen wie die 
entsprechenden anorganischen Phosphate. 


B. Biologischer Teil. 


Fiir die Untersuchung des biologischen Verhaltens der 
Diphosphoglycerinséiure ergaben sich yon vornherein zwei Ge- 
sichtspunkte. 

Zunichst war die Frage zu klaren, ob die Diphospho- 
glycerinsiure im Blute selbst irgendwelchen Umwandlungen 
unterliegt und mit den iibrigen Fraktionen des siureléslichen 
Phosphors in stoffwechselchemische Beziehung tritt. 

Zweitens muBte untersucht werden, ob die Diphospho- 
slycerinsiure im Stoffaustausch des Blutes mit den Organen 
irgendeine Rolle spiele. 

Fiir die Bearbeitung der ersten Fragestellung schienen 
uns die quantitativen Verhiltnisse der einzelnen Phosphor- 
siureanteile zueinander und in ihrer Verteilung auf Kérperchen 
und Plasma von Wichtigkeit zu sein. 


1. Der saurelosliche Phosphor in Blutkorperchen und Plasma. 


Es wurde schon erwahnt, daB der weitaus gréBte Teil 
des siureléslichen Blutphosphors in Form der Diphospho- 
glycerinsiure vorhanden ist. Dieser Ester findet sich fast 
ausschlieBlich in den roten Blutkérperchen und tritt hier in 
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quantitativer Beziehung vor den anderen Fraktionen noch mehr 
in den Vordergrund als im Gesamtblut. Zur Orientierung iiber 
die Phosphorverteilung im Blut diene folgende Tabelle. 


Tabelle I. 


Verteilung der saéurelésl. und Lipoid-PO,H, auf Kérperchen 
und Plasma. 





Gesamtblut 

















Blutkérperchen Plasma 

siiurelésliche ina siureldsliche — siureldsliche hii 

PO,H, 5 PO,H, oso PO,H, sq 

. —| &O , | 29 - —_———| +O 

Anorg.| Org. Loke Anorg., Org. | — Anorg. Ore: | ™ - 

| = | : aes , ; si 

10,5 | 70,5 | 35,0 | 11,5 | 1870 | 570 | 100) 10 | 221 
} (56,0) | | (147,0) | 











Die Zahlen geben die in den einzelnen Fraktionen enthaltene 
Phosphorsiure in Milligrammprozent an. Die Werte der Lipoidphosphor- 
siiure sind Untersuchungen Bloors') entnommen. Die anderen Zahlen 
sind Durchschnittswerte eigener Versuche am Menschen.?) Die ein- 
veklammerten Ziffern geben die in Form von Diphosphoglycerinsiure 
vorhandene Phosphorsiiure an.°) 

Im Plasma bzw. im Serum ist fast der gesamte siure- 
lésliche Phosphor als anorganisches Phosphat vorhanden.*) In 
den Kérperchen dagegen ist nahezu die Gesamtmenge des 
siureléslichen Phosphors organisch gebunden. Die kleinen 
Mengen anorganischer Phosphorsiure, die man immer in den 
K6érperchen findet, sind in den intakten Erythrocyten ver- 
mutlich noch geringer. 

Zunichst interessieren uns hier die verschiedenen Arten 
des siureléslichen Phosphors der roten Blutkérperchen. Bis 
vor kurzem war dariiber wenig bekannt. 


) Bloor, Jl. of Biol. Chem. Bd. 36, S. 49 (1918). 

*) Zur Frage der Verteilung des siiureléslichen Phosphors auf 
Koérperchen und Plasma vgl. auch Iversen, Biochem. Zs. Bd. 109, 
S. 211 (1920); Feigl, Biochem. Zs. Bd. 94, S. 304 (1919). 

*) Dieselbe wurde nach einem weiter unten angegebenen Verfahren 
bestimmt. 


‘) Greenwald, Jl. of Biol. Chem. Bd. 25, S. 431 (1916). 
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Im chemischen 'T'eil wurde schon das im Jahre 1924 yoy 
Jackson isolierte Adeninnucleotid erwihnt. Nach Jackson 
(a. a. O.) enthalt das Blut 4—5 mg-°/, Nucleotidstickstoff. Das 
wiirde einer Nucleotidphosphorsiuremenge von etwa 5—6 mg-° 
entsprechen. Der Anteil dieser Fraktion am _ siureléslichey 
Phosphor der roten Blutkérperchen ist demnach sehr gering. 


Kay und Robison}, sowie Godwin und Robison?) 
haben es wahrscheinlich gemacht, da® im Blut eine Hexose- 
monophosphorsiure, vielleicht auch eine Hexosediphosphorsiure 
vorhanden ist; diese Untersuchungen sind jedoch noch nich! 
abgeschlossen. 


Die beiden erstgenannten Autoren haben ferner®) fest- 
gestellt, daB die Fraktion der organischen siureléslichen Phos- 
phorsiureester des Blutes nur zu etwa 18—36 °/, von Knochen- 
extrakten gespalten wird. Das Knochenenzym spaltet nacl) 
Robison‘) vorziiglich Hexosephosphorsiureester und Glycerin- 
phosphorsiure, so daB der gréfere Anteil des organischen 
siiureléslichen Phosphors entsprechend den Ansichten dieses 
Forschers anderer Natur sein muB. 


Weiter haben Godwin und Robison’) festgestellt, dati 
der kleinere Anteil der Phosphorsiureester Fehling sche 
Lésung reduziert und ein wasserlésliches Bleisalz  bildet. 
wihrend der gréSere nicht reduziert und ein unlésliches Blei- 
salz liefert. 


Die von uns direkt als unlésliches Bleisalz bestimmte 
Diphosphoglycerinsiure macht nun tatsiichlich einen Anteil 
von 75—80°/, des siureléslichen Phosphors aus, so daf sie 
wohl mit dem durch Knochenenzym nicht spaltbaren Anteil 
des siureléslichen Phosphors entsprechend den Befunden yon 
Kay und Robison im wesentlichen identisch ist. 





1) Kay u. Robison, Biochem. Jl. Bd. 18, S. 1139 (1924). 

*) Godwin u. Robison, Biochem. Jl. Bd. 18, 8. 1161 (1924): 
ferner Martland, Hansmann u. Robison, Biochem. Jl. Bd. 18, 
S. 1152 (1924). 

8) Kay u. Robison, Biochem. Jl. Bd. 18, 8. 755 (1924). 

*) Robison, Biochem. Jl. Bd. 17, S. 286 (1928). 
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2. Synthese und Spaltung organischer Phosphorsaureester 
im Blut. 


Mehr noch als die chemische Individualitiit der einzelnen 
Phosphorsiiureester interessierten uns Verinderungen und Ver- 
schiebungen zwischen den einzelnen Fraktionen des siiure- 
lislichen Blutphosphors. 

Unter den verschiedensten Bedingungen wurden in vivo 
Veriinderungen im Gehalt des Blutes an anorganischer Phos- 
phorsiiure festgestellt, so z. B. bei Ammonchloridacidose}), 
bei Narkose und Schock?), unter Insulinwirkung*) usw. Wenn 
auch andere Organe, z. Bb. die Nieren, am Zustandekommen 
dieser Schwankungen beteiligt sind, so mu8 bei starker Ver- 
inderung des Phosphorsiurespiegels in erster Linie doch an 
Spaltungs- und Veresterungsvorgange im Blute selbst gedacht 
werden. Speziell fiir die Ammonchloridacidose ist von Kay 4) 
gefunden worden, daB die nach dem eben Gesagten mit der 
Diphosphoglycerinsiure identische Fraktion einer weitgehenden 
Spaltung im Blute unterliegt und daB dadurch die anorganische 
Phosphorsiure im Blute vermehrt wird. 

Die Fahigkeit des Blutes zur Bildung und Spaltung 
organischer Phosphorsiiureester wurde zuerst von Lawaczeck® 
in vitro nachgewiesen im AnschluB an die von Embden und 
seinen Mitarbeitern vorgenommenen analogen Untersuchungen 
am Muskel. Er fand, dab beim Stehen des Blutes anorganische 
Phosphorsiiure allmihlich verschwindet; bei Verschiebung der 
Blutreaktion nach der alkalischen Seite, durch Bicarbonat- 
zusatz oder durch Ausliiftung der freien Kohlensiure, ferner 
durch kleine Phosphatzugaben, konnten in seinen Versuchen 
mit Menschenblut betriichtliche Mengen anorganischer Phos- 


) Haldane Wigglesworth u. Woodrow, Proc. of Roy. Soe. 
London B Bd. 96, S. 1 (1924). 

*) Martland u. Robison, Biochem. Jl. Bd. 18, S. 1133 (1924). 

*} Bollinger u. Hartmann, Jl. of Biol. Chem. Bd. 63, Proc. 
S. 56 (1925). 

*) Kay, Biochem. Jl. Bd. 18, S. 1133 (1924). 

°) Lawaezeck, Biochem. Zs. Bd. 145, S. 351 (1924). 











182 Hans Jost, 


phorsiure in organische Bindung itbergefiithrt werden. Nach 
1—2 Stunden trat jedoch Wiederabspaltung ein. Einleitung 
von Kohlensiiure, ferner Himolyse der Kérperchen hemmte 
die Synthese véllig und fihrte sogar zu reichlicher Vermehrung 
der anorganischen Phosphorsiure. Auch durch Chlorionen 
wurde die Synthese beeintrichtigt und die Spaltung be- 
schleunigt. 


Martland, Hansmann und Robison?) beschiftigten sich 
fast zur gleichen Zeit mit der Blutesterase. Sie bestitigten die 
Befunde Lawaczecks und zeigten, daB bei intakten Korper- 
chen das Vorherrschen von Synthese oder Spaltung eine Frage 
der H-Ionenkonzentration ist. Martland?) erweiterte spiiter 
diese Beobachtungen dahin, dab bei einer Reaktion p,, > 7,35 
die Veresterung, bei p,, < 7,35 die Spaltungsvorginge iiber- 
wiegen. 


An diesem ,,Phosphatwechsel“ konnte die Diphospho- 
glycerinsiure beteiligt sein. Die Bildung des Esters in den 
roten Blutkérperchen selbst erschien uns jedenfalls wahrschein- 
lich, da er sich ja hier fast ausschlieBlich und in bedeutender 
Menge, kaum aber im Plasma findet. 


Wenn es sich bei den von Lawaczeck gefundenen 
Synthesevorgiingen im Blut um eine einfache Veresterung von 
anorganischer Phosphorsiure mit Glycerinsiure handelte, so 
hatte Glycerinsiurezusatz zu einem verstirkten oder linger 
dauernden Verschwinden anorganischer Phosphorsiure fihren 
miissen. Wir haben derartige Versuche mit Zusatz von Glycerin- 
siure angestellt, konnten aber eine vermehrte Veresterung unter 
keinen Umstanden nachweisen. 


Die Synthese und Spaltung organischer Phosphorsiurc- 
ester im Blut wurde uns erst verstindlicher, als sich heraus- 
stellte, daB der ,,Phosphatwechsel“ innig mit der Himoglykolyse 
verkniipft ist. 


1) Martland, Hansmann u. Robison, Biochem. Jl. Bd. 18, 
S. 1152 (1924). 


*) Martland, Biochem. Jl. Bd. 19, 8. 117 (1925). 
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3. Glykolyse’') und Phosphatwechsel im Blut. 


Die fordernde Wirkung der Phosphate auf die Glykolyse 
ist mehrfach beobachtet worden, so von Rona und Arnheim?) 
und von Walter Lob.%) 

Im iibrigen aber sind die bisherigen Untersuchungen iiber 
den Zusammenhang von Zuckerspaltung und Verainderung des 
anorganischen Phosphatspiegels im Blute sehr widersprechend. 

Lawaczeck selbst konnte eine Wirkung des Trauben- 
zuckers auf die Estersynthese nicht feststellen. Martland, 
Hansmann und Robison (a. a. O.) untersuchten insbesondere 
den Zuckerspiegel bei der Spaltung der Ester im haimolysierten 
Blut und bei intakten Kérperchen bei saurer Reaktion. Sie 
fanden unter diesen Bedingungen mehr oder weniger voll- 
stindige Hemmung der Glykolyse, verbunden mit einer reich- 
lichen Abspaltung anorganischer Phosphorsiure. Wahrend der 
Veresterungsphase ist in ihren Versuchen die Glykolyse am 
stiirksten, eine T'atsache, die die genannten Autoren auf die 
fiir beide Fermentvorginge gleicherweise giinstigen Bedingungen, 
z. B. der H-lonenkonzentration, zuriickfihren. 

Bierry und Moquet*) fanden in Glykolyseversuchen mit 
und ohne Zusatz von Zucker und Phosphat, daB in den ersten 
Stunden anorganische Phosphorsiiure verschwindet, dann aber 
wieder vermehrt auftritt. 

Nach Piazza) tritt mit fortschreitender Glykolyse bei 
33° keine konstante Anderung im Gehalt des Blutes an an- 
organischer Phosphorsiure ein. Erst bei Himolyse findet 
eine reichliche Abspaltung statt. 

Auch Morgulis und Barkus®) fanden den Gehalt an 
anorganischer Phosphorsiiure wihrend der Glykolyse normaler- 


') Literatur iiber die Glykolyse: Oppenheimer, Die Fermente 
V. Aufl., IT. Bd., S. 1640ff. (1926); Biirger, Zs. f7 d. ges. exp. Med. Bd. 31, 
S.1 (1928). 

*) Rona u. Arnheim, Biochem. Zs. Bd. 48, S. 35 (1913). 

*) Walter Lib, Biochem. Zs. Bd. 32, S. 43 (1911). 

*) Bierry u. Moquet, C. R. Bd. 92, S. 593 (1925); Bd. 91, S. 250 
(1924), 

*) Piazzo, Arch. di farm. sperm. science aff. Bd. 40, H. 3, S. 49 (1925). 

°) Morgulis u. Barkus, Jl. of Biol. Chem. Bd. 65, S. 1 (1925). 
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weise unverindert. Wie alle anderen Autoren gingen auch 
die letztgenannten von der Fragestellung aus, ob wohl Hexose- 
phosphorsiureester Zwischenstufen der Zuckerspaltung im Blute 
seien. Morgulis und Barkus lehnen diese Méglichkeit auf | 
Grund ihrer Versuche vollig ab, wibrend Bierry und Moquet 
dafiir lebhaft eintreten. Siehe hierzu auch eine neuere Arbeit 
iiber die Glykolyse von P. Rona und K. Iwasaki.) 

So bleibt in allen bisherigen Untersuchungen iiber den 
Zusammenhang von Glykolyse und Phosphatwechsel im Blut 
nur der eine Punkt unwidersprochen, daB bei Zerstérung der 
Blutkérperchenstruktur eine schnelle Abspaltung anorganischer 
Phosphorsiure einsetzt. 

Schon seit den ersten Arbeiten Ronas?) iiber die Glyko- 
lyse war bekannt, daf sie an die Struktur der Erythrocyten ge- 
bunden, im lackfarbenen Blut voéllig aufgehoben ist und erst durch 
Phosphat- oder Bicarbonatzusatz in beschrinktem MaBe wieder 
in Gang gebracht werden kann. Nach Rona spielt die Zucker- 
spaltung durch die Leukocyten quantitativ keine grofBe Rolle.*) 

Die Glykolyse scheint demnach an die Formelemente des 
Blutes, also im wesentlichen an die Struktur der roten Blut- 
kérperchen, gebunden zu sein. 

Nach Adam Léb*) findet sie in den Korperchen selbst 
statt; denn die Erythrocyten der einzelnen Tierarten zeigen 
ein verschieden starkes Glykolysevermégen, das parallel geht 
mit dem Zuckergehalt der K6rperchen und von ihrer Per- 
meabilitiit fiir Traubenzucker abhiingig ist. 

Nach Irving®) handelt es sich bei der Zuckerspaltung 
im Blute um einen OberfliichenprozeB; denn erstens bildet das 








1) P. Ronau. K. Iwasaki, Biochem. Zs. Bd. 174, S. 293 (1926). 

*) Rona u. Doblin, Biochem, Zs. Bd. 32, 8. 489 (1911); Rona u. 
Arnheim, Biochem. Zs. Bd. 48, 8S. 35 (19138). 

°) Vgl. hierzu Rona u. Arnheim, Biochem. Zs. Bd. 48, 8. 35 (1913); 
ferner Levene u. Meyer, JI. of Biol. Chem. Bd. 12, S. 265 (1912); 
Shelle u. Mauriac, C. R. Bd. 77, S. 110 (1914). 

4) Adam Lob, Biochem. Zs. Bd. 49, S. 413 (1913) s, hierzu auch 
Masing, Pfliigers Arch. Bd. 149, 8. 227 (1918). 

5) Irving, Biochem. Jl. Bd. 20, 8. 613 (1926) s. hierzu auch 
Fukushima, Pfliigers Arch. Bd. 205, 8. 344 (1924). 
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Kaninchenblut mit seiner starken Glykolyse bei vélliger Imper- 
meabilitit der Erythrocyten fiir Glucose eine Abweichung der 
yon Léb gefundenen Gesetzmiibigkeit. Weiter kann die 
Zuckerspaltung im Blut durch oberflichenaktive Stoffe beein- 
trichtigt werden, und schlieBlich glaubt der Autor, daB die 
weitgehende Hemmung der Glykolyse durch Hiimolyse kaum 
anders erklart werden kann; bei Aufhebung der riiumlichen 
Trennung von Ferment und Substrat miiBten sonst die Gly- 
kolysebedingungen verbessert werden. 

Jedenfalls ist das Ausma8 der Glykolyse weitgehend von der 
unversehrten Struktur der roten Blutkérperchen abhingig, ebenso 
wie ihre Fahigkeit, anorganische Phosphorsiiure in organische 
Hsterverbindungen iiberzufiihren. 

Zur Untersuchung der synthetischen Phase des Phosphat- 
wechsels ist daher genaueste Isotonie Vorbedingung.'!) Wenn dann 
die Blutreaktion durch Zusatz von Natriumbicarbonat nach der 
alkalischen Seite verschoben wird und kleine Mengen Phosphat, 
etwa 20—30 mg®/, zugegeben werden, so tritt bei 35—37” ent- 
sprechend den Befunden Lawaczecks regelmifig ein starkes 
Verschwinden anorganischer Phosphorsiure ein. Nach 1?/, bis 
2 Stunden hat dieser Vorgang, wie schon erwihnt, sein Ende 
erreicht und fiihrt zu allmihlicher Wiederabspaltung. 

Von wesentlicher Bedeutung fiir die Beurteilung dieser 
Krscheinung diirfte die Tatsache sein, daB die Veresterungs- 
phase durch kiinstlich erhéhten Zuckerspiegel fiir eine wesent- 
lich lingere Zeit als 2 Stunden aufrechterhalten werden kann, 
und infoleedessen bei einer Ausdehnung der Versuche auf 
4—5 Stunden zu noch geringeren Endwerten der anorganischen 
Phosphorsaiure fiihrt. In entsprechenden Blutproben ohne 
Zuckerzusatz ist zur gleichen Zeit die anorganische Phosphor- 
sure wieder angestiegen und hat unter Umstiinden den Aus- 
cangswert tberschritten. 

Ubt der Traubenzucker eine schiitzende Wirkung auf die 
gebildeten Ester aus? Oder werden alterungsartige Veriinde- 
rungen entsprechend den Anschauungen Embdens?) durch 





*) Ferner muB das Blut defibriniert werden. 
*) Embdenu. Jost, Deutsch. med. Wochenschr. Nr. 16, S. 636 (1925). 
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ein gréBeres Angebot des adiquaten Nahrmaterials unter. 
driickt? 


Aufklirung gab uns die gleichzeitige vergleichende Unter- 
suchung von Glykolyse und Phosphatwechsel. Wir geben zu- 
nichst einen solchen Versuch in graphischer Darstellung wieder. 
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AderlaBblut, defibriniert, in Ringer- Bicarbonatlésung 
mit 0,025°/, Na,HPO,. 


Zwei Serien von Blutproben, eine a-Serie mit gew6hnlichem Zucker- 
gehalt und eine b-Serie mit kiinstlich erhéhtem Zuckerspiegel, wurden 
zu verschiedenen Zeiten nach Beginn des Versuches auf anorganische 
Phosphorsiiure und Glucosegehalt untersucht. 


Die Stiibe bedeuten den Gehalt an anorganischer Phosphorsiiure und 
zwar die schraffierten in der Serie mit gewéhnlichem, die schwarzen iu 
der Serie mit kiinstlich erhéhtem Zuckerspiegel. Die dazugehirigen 
Zuckerwerte sind jeweils dariiberstehend angegeben. Traubenzucker 
und Phosphat sind in genau isotonischen Lisungen zugesetzt und dann 


die einzelnen Ansiitze durch Zusatz von Ringer-Bicarbonatlésung au! 


gleiches Volumen gebraeht. Dadurch ist eine konstante Reaktion der 
Blutproben gewiihrleistet. 


Dieser Versuch gibt den innigen Zusammenhang zwischen 
Glykolyse und Phosphatwechsel deutlich wieder, so wie wir ilin 
in weiteren Untersuchungen immer wieder bestiitigen konnten (vg. 
Tab. II), Nach 11/, Stunden ist das anorganische Phosphat auf den 
gleichen Wert in beiden Serien abgesunken. Auch der Zucker- 
gehalt zeigt ungefahr die gleiche Verminderung gegeniiber dem 
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Anfangswert.!) Wahrend nun aber in der a-Serie bei ganz 
gering gewordenem Zuckergehalt die Glykolyse nur mehr 
sehr wenig fortschreitet, ist bei dem erhdhten Glucosegehalt 
der b-Serie noch eine kraftige Zuckerspaltung vorhanden. 
Man sieht, daB im weiteren Verlauf bei der verlangsamten 
Glykolysegeschwindigkeit der a-Serie anorganisches Phosphat 
wieder abgespalten wird, wihrend es in der b-Serie, in der 
noch kriftige Glykolyse nachweisbar ist, weiter absinkt. 

Versuche dieser Art haben wir mit Menschen- und Hunde- 
blut angestellt, da sich hier die starkste Glykolyse und nach 
unseren Erfahrungen auch die stirkste Veresterung anorga- 
nischer Phosphorsiure in vitro nachweisen 1]iBt. 

Steril entnommenes Blut, beim Hunde meist aus der Carotis oder 
aus der Vena jugularis*), wurde mit Glasperlen defibriniert und koliert. 
Zu jedem einzelnen Ansatz wurden meist 25 cem verwendet. Trauben 
zucker und Phosphat wurden in genau isotonischen Lésungen zugesetzt, 
und zwar so, da8 der anfingliche Phosphatgehalt um 0,020—0,025° ,. 
und der Zuckerspiegel um 0,5°/, (auf Blut berechnet) erhéht war. In 
den ersten Versuchen wurde das Blut mit Ringer-Bicarbonatlésung 1 : | 
auf ein gréBeres Volumen, meist 40 cem zur Erhaltung einer konstanten, 
schwach alkalischen Reaktion aufgefiillt. Infolgedessen war der Gehalt 
an anorganischer Phosphorsiure und Zucker wihrend des eigentlichen 
Glykolysevorganges entsprechend geringer.*) 

Sofort wurde je ein Ansatz mit und ohne Zuckerzusatz mit gleicheim 


Volumen 20°/,iger Trichloressigsiurelésung gefillt und mit Wasser auf 


das 4fache des Blutvolumens gebracht. Diese ,,A‘‘-Bestimmungen dienten 
zur Ermittlung der Anfangswerte. Je zwei weitere Proben der ,,a‘- 
und ,,b“-Serie, also je eine mit und ohne Zuckerzusatz wurden dann 
nach 2, 3 und 5 Stunden ebenso gefallt. Am anderen Tage wurde in 
20 ecm des Filtrates die anorganische Phosphorsiiure nach Em bden, 
und der Zucker in einem passenden, mit Natriumcarbonat neutralisierten 
Filtratanteil nach Hagedorn-Jensen bestimmt. 


1) Macleod hat schon friiher festgestellt, daB der Betrag der 
Zuckerspaltung im Blut von der Hohe des Zuckerspiegels in gewissen 
Grenzen unabhiingig ist. Macleod, Jl. of Biol. Chem. Bd.15, 8.497 (1913). 

2) Ather- oder Chloroformnarkose muB vermieden werden, da hier- 
durch eine Abspaltung anorganischer Phosphorsiure schon in vivo ein- 
setzt. Martland u. Robison, Biochemical. Jl. Bd. 18, 8S. 765 (1924). 

°) Nach Mauriac u. Servantie |C. R. Bd. 87, S. 200 (1922)] liegt 
die optimale Glucosenkonzentration bei 0,3°/,, die giinstigste H-lonen- 
konzentration bei py = 8,0. 
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Die besten Ergebnisse wurden mit dem Blut junger gesunder 
Menschen erzielt. Immer war eine kraftige Glykolyse mit einem 
starken Verschwinden anorganischer Phosphorsaiure verbunden, 
wihrend das Blut alterer Krankenhausinsassen, Hypertoniker 
z. B., beide Vorginge nur in recht geringem Mabe zeigte.?) 

Bei jedem Versuch der vorstehenden Tabelle sind in der 
ersten Reihe die Werte der anorganischen Phosphorsiiure zu 
den verschiedenen Zeiten angegeben, aus der zweiten Zeile ist 
der dazugehoérige, jeweilige Stand der Glykolyse zu entnehmen. 
Kast alle Versuche zeigen eine kriftige Glykolyse’); in den 
Ansiitzen ohne Glucosezusatz tritt jedoch nach 2 Stunden Ver- 
langsamung der Zuckerspaltung ein. Dementsprechend ist immer 
wieder festzustellen, daB die synthetische Phase des Phosphat- 
wechsels in Blutproben ohne Zuckerzusatz nach 2 Stunden ihr 
Knde erreicht hat und im weiteren Verlauf von Spaltungs- 
vorgingen tiberdeckt wird, daB sie demgegeniiber bei der noch 
kriftigen Glykolyse der Proben mit erhéhtem Zuckerspiegel 
weiter fortschreitet. Nach etwa 5 Stunden erreicht auch in 
diesen Ansitzen die Veresterung ihr Ende, ebenso wie sich 
hier die Glykolyse immer mehr verlangsamt. Jedenfalls geht 
das eie aus allen Versuchen ziemlich deutlich hervor, daB 
die Synthese so lange andauert, wie eine kriftige Glykolyse 
vorhanden ist; bei verlangsamter Zuckerspaltung wird anorga- 
nische Phosphorséure aus organischen Verbindungen wieder frei. 

Neben der Begiinstigung der synthetischen Phase des Phos- 
phatwechsels durch Glucosezusatz erscheint eine andere T'atsache 
bedeutungsvoll. Die Veresterung der anorganischen Phosphor- 
siure wird ebenso wie die Glykolyse durch véllige Anaerobiose 
nicht im geringsten gehemmt. DaB das Verschwinden der an- 
organischen Phosphorsiure durch Kinleiten von Wasserstoff nicht 
beeintrichtigt wird, hat schon Lawaczeck (a. a. O.) festgestellt. 








‘) Schon Biirger, Ztschr. f. d. ges. exper. Med. Bd. 31, S. 1 (1923) 
hat festgestellt, daB das Blut ilterer Individuen eine schwiichere Gly- 
kolyse zeigt. 

*) Die schon erwihnten Versuche mit Patientenblut (auBer Ver- 
such Nr, 4) sind in der Tab. II fortgelassen, ebenso eine Anzahl Versuche 
mit normalem Blut, in denen Glykolyse und Veresterung gleicherweise 
abgeschwiiecht waren. 


13* 














190 Hans Jost, 


Uber die Bedeutung des Sauerstoffs fiir die Glykolyse 
waren die Ansichten friiher recht unklar. 

Walter Lib’) faBte sie als einen ,im allgemeinen“ oxy- 
dativen Vorgang auf; er stellte daher seine Glykolyseversuche 
unter Zugabe eines Oxydationsmittels (Wasserstoffsuperoxyd) 
an. Rona und Déblin?”) kamen jedoch in Bestatigung ilterer 
Arbeiten zu dem SchluB, daB die Glykolyse durch Sauerstofi 
wohl bis zu einem gewissen Grade geférdert wird, daB sie aber 
auch unter vollstandig anaeroben Bedingungen vor sich geht. 

Dies wurde verstindlich durch die Untersuchungen yon 
B. Kraske, K. Kondo und K. von Noorden?) aus dem hiesigen 
Institut, aus denen hervorgeht, daB ebenso wie in der kiinst- 
lich durchstrémten Leber auch bei der Glykolyse des Blutes 
der Traubenzucker in Milchsiure umgewandelt wird. 

Durch die Arbeiten Warburgs*) und seiner Schiiler® 
sind wir heute iiber die Beziehungen des Sauerstoffs zur 
anaeroben Zuckerspaltung besser orientiert. Es ist nur eine 
Frage der Atmungsfihigkeit der betreffenden Zellen, in welchem 
MaBe der Zuckerumsatz unter physiologischen Bedingungen 
zu nichtoxydierten Spaltprodukten, insbesondere zu Milchsiure, 
fiihrt. Nimmt man einen von der Anwesenheit des Sauer- 
stoffs unabhingigen, gleichbleibenden Energiebedarf der Zellen 
an, so muB der Zuckerumsatz beim Ubergang zu anaeroben 
Bedingungen steigen. Dies tritt fiir die Hamoglykolyse am 
deutlichsten bei den stark atmenden Vogelblutkérperchen 
zutage. Wie Negelein®) zeigte, ist bei Ganseblutkérperchen 
die ,aerobe Glykolyse“ gleich Null, wahrend anaerob Zucker 
gespalten wird. Im Kaninchenblut dagegen wird auch in 
Gegenwart von Sauerstoff zehnmal so viel Zucker umgesetzt, 





1) Walter Lob, Biochem. Zs. Bd. 29, S. 317 (1910) und Bd. 32, 
S. 43 (1911). 

?) Ronau. Déblin, Biochem. Zs, Bd. 32, 8. 489 (1911); dltere Lit. 
iiber die Glykolyse vgl. Oppenheimer, Fermente, 3. Aufl., S.480 (1909) 

*) B. Kraske, Biochem. Zs. Bd. 45 §. 81 (1912), — K. Kondo, 
ebenda 8. 88. — K. v. Noorden, ebenda S. 94. 

*) Warburg, Diese Zs. Bd.59, 8.112 (1909). — Warburg, Posener 
und Negelein, Biochem. Zs. Bd. 152, 8S. 309 (1924). 

°) Negelein, Biochem. Zs. Bd. 158, S. 121 (1925). 
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wie durch die Atmung oxydiert werden kann. Wird die Zucker- 
oxydation aber durch Blausdure vollig ausgeschaltet, so steigt 
auch hier die Glykolyse. 

Auch in unseren Versuchen ist die Zuckerspaltung unter 
anaeroben Bedingungen jedenfalls nicht geringer als in Gegen- 
wart von Sauerstoff. Entsprechend ist die Phosphorylierung, 
die nach dem Vorhergehenden nur von der Glykolysegeschwin- 
digkeit abhangig ist, nicht im geringsten beeintrichtigt. In 
den in Tab. III wiedergegebenen Versuchen sind Glykolyse 
und Phosphatwechsel unter anaeroben und aeroben Bedin- 


gungen verglichen. 

Von zwei Blutproben, denen gleicherweise Glucose und Phosphat 
zugegeben war, wurde die eine mit Stickstoff, die andere mit Sauerstoff 
durchperlt und beide 4 Stunden bei 37° exponiert. Zur weitgehenden 
Kntfernung der Kohlensiiure und dadurch zur Erzielung einer geeigneten 
alkalischen Reaktion war es nétig, da8 das Blut vor dem eigentlichen 
Versuch mindestens 5 Minuten lang mit dem betreffenden Gas unter 
Schiitteln durchstrémt wurde. Wiihrend des Versuches selbst wurde 
durch die in geschlossenen GlasgefiBen befindlichen Blutproben ein 
langsamer, kontinuierlicher Stickstoff- oder Sauerstoffstrom geleitet (etwa 
pro Sekunde eine Gasblase). Fiir die Stickstoffversuche ist so eine 
praktisch vollstiindige Anaerobiose') gewihrleistet. Die nétigen Zusiitze 
von 0,02°/, Natriumphosphat und 0,3°/, Glucose konnten zusammen mit 
einer kleinen Menge physiologischer Kochsalzlésung in 5 cem isotonischer 
Losung zugegeben werden, so daB das Blut wenig verdiinnt war. Die 
schwach alkalische Reaktion der Blutproben wurde durch stundenweise 
Zugabe kleiner, schiitzungsweise berechneter Mengen isotonischer Natrium- 
bicarbonatlésung aufrechterhalten. AuBSerdem wurde in diesen Versuchen 
vorzugsweise Blut junger Hunde verwendet. Wie aus der Tab. lil 
hervorgeht, fiihrten diese Bedingungen zu noch besseren Ergebnissen 
beztiglich der Veresterung und der Glykolyse als unsere erste Versuchs- 
anordnung. Im iibrigen sind die Versuche dann so weiter aufgearbeitet 
wie die vorigen. 

Auch die vollkommene Aufhebung jeder Kisenkatalyse 
durch Blausiure in einer Konzentration von m/500 ist fiir 
die Glykolyse jedenfalls ganz ohne hemmende Wirkung (vgl. 
Negelein, a.a.0.). Das Verschwinden der anorganischen 
Phosphorsiure wird durch Blausiure nur in geringem Mage 


beeintrichtigt, wie ich in besonderen Versuchen feststellte. 


_. .) Anaerobiose durch Blausiure ist aus weiter unten angefiihrten 
Grriinden nicht zweckmaBig. 


























Tabelle III 
Phosphatwechsel und Glykolyse bei Sauerstoff- und Stickstofdurchleitung. 
B. 
we A. Nach 4std. Exposition bei 37° 
Nr. Blutart recap Zusatz P 
Blutmenge Anfangswerte c : 
Jo Ny 
Durehleitung Durchleitung 
| | 
0,3°/, Glucose, > 0,0320 0,0190 0,0186°/, 
0,020°/, Na,HPO,, Anorg. PO,H, (0,0130) 
1 Mensch 50 cem NaCl 4 : 
vig eit, 0,415 0,245 0,250 
in 5 ccm Glucose (0,105 ; ’ 
; isoton. Lésung aiid 
5 Anorg. PO,H, pen sia sini 
2 2 Hund 50, dsgl. it | ; 
S| Glucose 0,405 0,248 0,225 
a oe (0,112) | 
jen 
Anorg. PO,H,; 0,0305 0,0180 0,0192 
3 50 dsgl. rane rt 5 
Glucose 0, 096) yee Opa 
098 
Anorg. PO,H, a 0,0188 0,0193 
4 4 50 dsgl. pig ta = 
Glucose (0105) ye 0,268 
\? 
q , I. dsgl. Anorg. PO,H; 0,0355 (),0219 
» ‘as o 
= IT. ohne Glucose dsgl. 0,0341 0,0348 
wt 




















Die eingeklammerten Ziffern geben die von vornherein (ohne Zusatz) vorhandenen Anfangswerte an. 
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Auch unter solchen Bedingungen, unter denen die Glyko- 
lyse nicht gefordert, sondern gehemmt wird, stellte ich Ver- 
suche iiber den Phosphatwechsel an. 

Natriumfluorid, das bekanntlich zur Unterdriickung der 
Zuckerspaltung im Blut meist in Konzentrationen von m/10 
bis m/20 gebraucht wird, hemmt zuniichst die synthetische 
Phase des Phosphatwechsels voéllig und fiihrt nach 1—2 Stdn. 
zur Abspaltung anorganischer Phosphorsiure, auch in Gegen- 
wart von Glucose. 

Himolyse. Da8 im lackfarbenen Blut die Glykolyse voll- 
stindig aufgehoben ist und zur reichlichen Abspaltung an- 
organischer Phosphorsiure fiihrt, wurde schon 8. 183 ff. erwahnt. 
Ich habe beide Vorginge im lackfarbenen Blut wie schon 
Martland, Hansmann und Robison?) vorher zugleich unter- 
sucht und fand regelmibig die Glykolyse ganz oder fast voll- 
stiindig gehemmt, ja die anorganische Phosphorsiure stieg in 
wenigen Stunden auf das Drei- bis Vierfache des Anfangswertes. 

Die die Glykolyse hemmende Wirkung der Kohlensiure 
ist schon von Rona und Déblin?) gefunden worden. Da8 auch 
die Phosphorséureveresterung nach Kohlensiureeinleitung un- 
méglich wird und einer rasch einsetzenden Spaltungsphase Platz 
macht, ist aus Lawaczecks Arbeit*) bekannt. Diese, beide 
Vorginge gleichsinnig beeinflussende Wirkung der Kohlensiure 
beruht wahrscheinlich nur auf einer Verschiebung des p,, nach 
der sauren Seite. | 

Rona und Wilenko’) zeigten, daB das Reaktionsoptimum 
fiir die Glykolyse bei p,, 7,52 liegt, daB sie bei p,, 6,7 schon stark 
abgeschwiicht ist und bei p,, 6,3 véllig erlischt. Nach Mauriac 
und Servantie’) liegt das Reaktionsoptimum bei p,, 8,0. 

Da nun nach Martland®) bei p,, 7,3 auch keine an- 
organische Phosphorsiure mehr verschwindet, sondern immer 
mehr aus organischer Bindung in Freiheit gesetzt wird, so 


') Martland, Hansmann u. Robison, zitiert S, 182. 
*) Rona u. Doblin, zitiert S. 184. 

3) Lawaczeck, zitiert S. 181. 

*) Rona u. Wilenko, Biochem. Zs. Bd. 62, S. 1 (1914). 
») Mauriac u. Servantie, zitiert S. 188. 

°) Martland, zitiert S. 182. 
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kann die Wirkung der Kohlensiure in keinem Falle als eine 
spezifische betrachtet werden. Auffallend ist aber immerhin, 
daB die Reaktionsoptima der Estersynthese und der Glykolyse 
in derselben Zone schwach alkalischer Reaktion liegen. 

Bei unseren eigenen Versuchen iiber die Einwirkung der 
Kohlensiure auf Glykolyse und Phosphatwechsel erschien wis 
der schadigende Einflu8 auf die Veresterung unter bestimmten 
Bedingungen viel gréBer zu sein, als auf die Glykolyse. Da 
dies, wie gleich gezeigt werden wird, von einigem theoretischem 
Interesse ist, sei ein Versuch dieser Art aufgefiihrt. 


Tabelle IV. 
Hundeblut 4 Stunden bei 87° exponiert mit Stickstoff-Kohlensiiure- 





Durchleitung. 
emma nn an ae : : 
- E Br [ IT II 1\ 
= 8 ae . - 
5} 8 [Seo Zusatz A N N, N. | Co, 
5| & |E= * 1 45%/)]+30%) 
Zi a CO, | CO, 


0,3°/ Glucose Anorg. _ 
____ {0,020°/, Nag HPO, || POH, |209°8 }90242 9,081.2 10,0479 10,0544 
Hund j50 ecm] __ ; 

NaCl in 5 eem | 


) 257 10,27 805 V9 84: 
soton. Lésung Glucose |0,415 |0,257 |0,270 |0,308 | 





bo 





Anorg. 
PO,H, 


Einer Reihe von Blutproben, die mit A und I—IV bezeichnet sind, 
wurde 0,3°/, Glucose und 0,02°/, Natriumphosphat zusammen mit einer 
kleinen Menge physiologischer Kochsalzlésung in 5 cem isotonischer Lé- 
sung zugesetzt, dann die ,,A“-Probe zur Ermittlung der Anfangswerte 
sofort gefallt. Ansatz I ist fiir 4 Stunden bei 37° mit reinem Stickstof, 
IV mit reiner Kohlensiiure, II und III mit einem Gasgemisch von Stick- 
stoff mit 5 bzw. 30°/, Kohlenséure durchperit worden. Glucose uni 
anorganische Phosphorsiiure wurden wie vorher untersucht. 


In der kohlensiurefreien Probe I ist eine gréBere Menge 
anorganischer Phosphorsiaure in organische Bindung iibergetreten, 
in Ansatz II noch eben eine Synthese nachweisbar. In III und lV 
dagegen ist eine reichliche Abspaltung anorganischer Phosphor- 
siure erfolgt. Zwar ist in allen Versuchen eine Glykolyse 
nachweisbar, doch nimmt sie mit steigendem Kohlensiiuregehalt ab. 

Fassen wir unsere Erfahrungen iiber die Beziehungen von 
Glykolyse und Phosphatwechse! zusammen, so ergibt sich, dab 


Hund [50 eem desgl. 






































0,0096| — {0,0143} — |0,0280 
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die Synthese organischer Phosphorsiureester der Zuckerspaltung 
unter bestimmten Bedingungen durchaus symbat ist. Gewisse 
Beriihrungspunkte miissen vorhanden sein. 

Viele Tatsachen sprechen mit einer an Sicherheit grenzen- 
den Wahrscheinlichkeit dafiir, daB der zu Milchsaure fiihrende 
Abbau der Kohlenhydrate im Organismus seinen Weg iiber 
Kohlenhydratphosphorsiureester nimmt. Andererseits ist es 
durch die Untersuchungen Greenwalds, die durch meine 
eigenen oben geschilderten Versuche bestitigt und ergiinzt 
werden, sichergestellt, daB im Blute ein aus 1 Molekiil Glycerin- 
siiure und 2 Molekiilen Phosphorsiure zusammengesetzter Ester 
in gréBerer Menge vorkommt. 

Ohne weiteres erhob sich nunmehr die Frage, ob ein gene- 
tischer Zusammenhang zwischen den beiden genannten Hster- 
verbindungen des Blutes, uer Hexosephosphorsiure und der 
Diphosphoglycerinsiiure besteht, etwa in dem Sinne, daB ein 
Teil der primar gebildeten Kohlenhydratphosphorsiure unter 
Krhaltung der Esterbindung weiterhin zu Diphosphoglycerin- 
siure umgewandelt wird. 

Der experimentellen Klarung dieser Frage waren die 
folgenden Versuche gewidmet. 


4. Synthese der Diphosphoglycerinsaure bei der Glykolyse. 

Die 'Tatsache, daB die Glykolyse fortschreiten kann, wihrend 
die anorganische Phosphorsiure weiter zunimmt (vgl. Tab. IV), 
sprach schon dagegen, daB bei der Esterbildung im Blute nur 
Hexoseester entstehen. 

Ks konnte nun in der Tat gezeigt werden, dab das im 
Verlauf der Glykolyse verschwindende anorganische Phosphat 
zum gréBten Teil zum Aufbau von Diphosphoglycerinsiure 
verwendet wird. Der Nachweis einer Neubildung des Esters 
beruht auf den bei seiner Darstellung gewonnenen Erfahrungen. 
Das Bleisalz der Diphosphoglycerinsiure ist in Wasser ebenso 
unléslich wie anorganisches Bleiphosphat; dagegen bilden die 
offeabar nur in geringen Mengen im Blute vorkommenden 
Hexosephosphorsaureester, wie Godwin und Robison schon 
festgestellt hatten, wasserlésliche Bleisalze. Der Bleizuckernieder- 
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schlag des Blutfiltrates enthalt daher nach griindlicher Behandluns 
mit Wasser auBer anorganischem Phosphat im wesentlichen nur 
das Bleisalz der Diphosphoglycerinsiure (vgl. weiter unten). 

Bestimmt man nun unter solchen Bedingungen, die zum 
Verschwinden anorganischer Phosphorsiure fihren, zu Beginn 
und am Ende des Versuches einerseits den Zucker und anderer-. 
seits die Phosphorsiure, so ist festzustellen, daB gleichzeitig 
mit der Glykolyse Veresterung von Phosphorsiiure eingetreten 
ist und daB die veresterte Phosphorsiiure fast ihrem gesamten 
Betrage nach sich neben der anorganischen Phosphorsiure i: 
Bleizuckerniederschlag befindet. Der Gesamtgehalt dieses Nieder- 
schlages an Phosphorsaéure bleibt also nahezu der gleiche, nw 
hat eine Verminderung der in ihm enthaltenen anorganisclie:: 
Phosphorsiure stattgefunden. 


Tabelle V. 





Nr. 























Diphosphoglycerinsiiurebildung bei der Glykolyse. 
Lo . ae 
2 w Nach 4stiind. ix 
n — | position bei 37 
Blutart 2 5 Zusatz 509 . i. 
52 ee] o | », 
= , 
a mo, Durchleitung 
— _ —)| Gesamt-P OH, 0,0663 10,0645 | 0,0640 
0,3 °/, im Bleizucker- 
Glucose niederschlag 
ont Anorg. PO,H, 0,0279 | 0,0141  0,0110 
0,020 °/, ‘ enetesaal ‘aia 
Hund {50 ccm Na,HPO, & a) ( Org. PO,H, | 0,0384 |0,0504 — 0,0530 
(Vers. 2, NaCl |/-S4 | Org. PO,H, | 0,0324 |0,0444  0,0470 
Tab. II) in 5 ccm |} §"9 J nach Abzug 
isoton. ||'S & ) von 6 mg %/, 
Losung |]4'3 | Nucleotid- 
Ge PO,H; 
Gesamt-PO,H, | 0,0888 — j} 0,0823 
im Bleizucker- 
niederschlag 
Anorg. PO,H, | 90,0308 — | 0,0198 
. . — a — 
Hund [50ccm} desgl. | § bp (Org. PO,H; | 0,0530 | — | 0,0630 
Se | Org. PO,H,]0,0470 | — 0,057 
S& 2 J nach Abzug | 
25 | von 6mg°,, 
it Nucleotid- 
8's PO,H, 
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Tabelle V (Fortsetzung). 
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, A B 
3 bp Nach 4stiind. Ex- 
a © 2 | position bei 37° 
Blutart | 3 3 | Zusatz oe 
ae ao r 
Be c 3 el 
sat ve Durehleitung 
Gesamt-PO,H, | 0,0786 | 0,0766 | 0,0763 
0,3 9/, im Bleizucker- 
Glucose niederschlag 
0.020 °/ Anorg. PO,H, 0,0305 ;0,0180 0,0192 
020 °/, 2 
Hund |50ccm Na, HPO, & bp Org. PO,H, | 0,0481 |0,0586  0,0571 
(Vers. 3, NaCl |] S= | Org. PO,H, | 0,0421 | 0,0526 0,0511 
Tab. III) ino cem |) 8 2 Jnach Abzug 
23 von 6 mg o/ 
zosung ji o> | Nucleotid- 
ga PO,H, 
Gesamt-P'O,H, |0,0938 |0,0915 | 0,0920 
im Bleizucker- 
niederschlag 
Anorg. PO,H, | 9,0320 |0,0190 | 0,0186 
Mensch | 50 eem desgl. es op Org. PO,H, | 90,0618 |0,0725  0,0734 
(Vers. 1, Zz | Org. POH, | 0,058 | 0,0665 —0,0674 
Tab. II) §& a | nach Abzug 
2 > | von 6mg °/, 
" S Nucleotid- 
| =| POH, 
| Gesamt-P O,H, 0,1030 ~- 0,0397 
im Bleizucker- 
niederschlag 
Anorg. PO,H, 0,0350 0,0240 
Mensch | 50eem desgl. an Org. PO,H, | 0,0680 --- 0,0757 
: S| Org. PO,H, }0,0620} — — 0,0697 
S83 Jnach Abzug 
2 5 |von 6mg%, 
= > | Nucleotid- 
aa PO,H, 


Das Verhalten der Phosphorsiure geht aus abelle V 


hervor. 


Die Versuchsanordnung war die gleiche wie bei den vorher ge- 
schilderten Versuchen unter Stickstoff- und Sauerstoffdurchleitung. Die 


lallung geschah ebenso 
des Filtrates wurde am. 


wie vorher mit Trichloressigsiure. In je 20 cem 
anderen Tage die anorganische Phosphorsiiure 


bestimmt, 50 oder 100 cem Filtrat wurden in hohen StandgefiBen 
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gegen Methylorange neutralisiert, mit einigen Tropfen Trichloressigsiure- 
lésung wieder angesiuert bis der Indicator einen orange Farbton 
annahm und dann mit 20 bzw. 40 ccm einer gesittigten Bleizucker 
lésung versetzt. Den Niederschlag lieB ich im EKisschrank absitzen, 
heberte einen Teil der iiberstehenden Flissigkeit ab und zentri- 
fugierte die tibrig bleibende Aufschwemmung des Niederschlages. Dieser 
wurde im Zentrifugenglas noch viermal mit 15 bzw. 30cem Wasser 
sorgfiltig gewaschen und wieder zentrifugiert, nachdem er jedesmal vor- 
her mit wenig Wasser angeriihrt war. Zuletzt wurde er mit 15 bzvy, 
30 ccm Wasser aufgenommen, mit 2cem 25°/,iger Schwefelsiure ver- 
setzt und das entstandene Bleisulfat nach mehrstiindigem Stehen ab- 
zentrifugiert. Der Bleisulfatniederschlag wurde nochmals unter gelindem 
Erwirmen und Ansiiuern mit Schwefelsiiure gewaschen und die Wasch- 
fliissigkeit durch dichte Filter zu der ersten Zersetzungsfliissigkeit in 
MaBkélbchen filtriert. In einem aliquoten Anteil, meist 10 ccm der auf 
50 bzw. 100 cem aufgefiillten Flissigkeit wurde dann die Gesamtphos 
phorsiiure nach Veraschung mit konzentrierter Schwefelsiiure und Wasser- 
stoffsuperoxyd nach Embden bestimmt (vgl. S. 177). 


Die Bestimmung der anorganischen Phosphorsiiure in der Zer 
setzungsfliissigkeit des Bleiniederschlages fiihrt zu keinen wesentlich 
anderen Ergebnissen, als wenn sie in den urspriinglichen Blutfiltraten 
vorgenommen wird. Dies ist aber nur dann der Fall, wenn die Eiweib- 
fillung mit Trichloressigsiure vorgenommen wird, da bei der Entfernung 
des Quecksilbers mit Schwefelwasserstoff geringe Mengen anorganischer 
Phosphorsiiure abgespalten werden. Die Fiillung mit Trichloressigsiiure 
ist in diesem Falle auch deswegen der Schenckfillung vorzuziehen, wei! 
so die Vorfiillung mit Baryt unnétig wird, die zur Beseitigung der Salz 
siure bei Anwendung des Schenckschen Verfahrens notwendig ist. 

Geringe Mengen Stickstoff sind in der Zersetzungsfliissigkeit der 
Bleifiillung noch vorhanden. Wir beziehen sie auf das von Jackson 
im Blute gefundene Nucleotid, um so mehr, als diese Fliissigkeit eine 
deutliche Orcinreaktion zeigt. Die gefundenen N-Werte bewegen sich 
regelmiBig zwischen 4 und 5mg-°/, (auf Blut berechnet). Das ist eben- 
soviel, wie Jackson als normalen Gehalt des Blutes an Nucleotidstick- 
stoff angibt. Die hieraus zu berechnenden geringen Mengen Nucleotid- 
phosphorsiure miissen also von der Gesamtphosphorsiure des Bleizucker- 
niederschlages abgezogen werden. Es handelt sich durchschnittlich um 
6 mg-°/,. Eine Vermehrung der Nucleotidphosphorsiure tritt wihrend 
der Glykolyse auf keinen Fall ein; im Gegenteil sind die Stickstoffwerte 
nach der Glykolyse meist etwas verringert, 


Die Reduktionswerte der Zersetzungsfliissigkeit des Bleizuckernieder- 
schlages sind ganz geringfiigig, sie nehmen wahrend der Glykolyse prak- 
tisch nicht zu. Ob sie tiberhaupt auf geringe Spuren Hexosephosphorsiiure 
zurtickzufiihren sind, kann nicht mit Sicherheit entschieden werden. 
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In der mit A bezeichneten Spalte der Tab. V sind die 
Anfangswerte der anorganischen Phosphorsiure und der Ge- 
samtphosphorsiure im Bleizuckerniederschlag enthalten, in 
Spalte B die entsprechenden Zahlen nach vierstiindiger Glyko- 
lyse bei 37° unter Stickstoff- bzw. Sauerstoffdurchleitung. Achtet 
man zunichst auf die in der zweiten Horizontalzeile angegebene 
anorganische Phosphorsiure, so ist in allen Versuchen eine 
starke Verminderung derselben nach 4 Stunden festzustellen. 
Die in der ersten Horizontalzeile enthaltene Gesamtphosphor- 
siure des Bleiniederschlages ist jedoch nur wenig veriindert.}) 

Die in diesen Versuchen verschwundene anorganische Phos- 
phorsiure muB also in organischer Bindung im Bleizucker- 
niederschlag selbst vorhanden sein. Auf Grund des eben ge- 
nauer besprochenen Verhaltens ist diese Fraktion mit gréBter 
Wabhrscheinlichkeit als Diphosphoglycerinsiure anzusehen. 

Subtrahiert man die anorganische Phosphorsiiure von der 
(sesamtphosphorsiiure des Bleiniederschlages und beriicksichtigt 
die darin steckende Nucleotidphosphorsiiure mit 6 mg-°/,, einem 
Wert, den wir nach MaBgabe der Stickstoffbestimmung mehr- 
mals fanden, so ergibt sich z. B. in Versuch 1, daB die Di- 
phosphoglycerinsiurefraktion wihrend vierstiindiger Glykolyse 
um 45°/, auf Kosten der anorganischen Phosphorsiiure zu- 
senommen hat. 

Neben der Diphosphoglycerinsiure scheinen aber noch 
andere Ester gebildet zu werden. Lawaczeck?) hat fest- 
gestellt, daB in Blutproben, die einer 1—2stiindigen Expo- 
sition bei 37° unterworfen wurden, eine Zunahme der redu- 
zierenden, mit Baryt fiallbaren Phosphorsiiureester eintrat. Er 
errechnete daraus, daB 20—40 °/, der verschwundenen an- 
organischen Phosphorsiure zum Aufbau von Hexoseestern 
dienten. Die geringe Verminderung der Gesamtphosphorsiure 
des Bleizuckerniederschlages in unseren Versuchen kénnte mit 
einer solchen Bildung in Zusammenhang gebracht werden. 


) Worauf die regelmiBige geringe Verminderung der mit Blei 
fillbsren unléslichen Gesamtphosphorsiiure nach der Glykolyse zuriick- 
zufiihren ist, soll spiter besprochen werden (vgl. S. 204). 

*) Lawaczeck, zitiert S. 181. 
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Wir glauben jedoch, daf sie auch auf einen anderen méglicher- 
weise auftretenden nicht reduzierenden Ester bezogen werden 
muB (vgl. S. 204). Im iibrigen ist es durchaus wahrscheinlic), 
daB voriibergehend und besonders in den ersten Stadien dey 
Glykolyse vermehrte Mengen von Hexosephosphorsiureestern 
auftreten. 


5. Diphosphoglycerinsaure und Glycerinphosphorsaure. 


Bei der Zuckerspaltung im Blute wird also Diphospho- 
glycerinsdure allem Anschein nach obne intermediires Aui- 
treten von unveresterter Glycerinsiiure gebildet, ein Vorgang, der 
auch bei vélliger Abwesenheit von Sauerstoff ungehemmt verliuft. 

Ks erhebt sich nun die Frage, woher der organische Resi 
des HKsters, die Glycerinsiiure, stammt. 

Man denkt zunichst an verwandte Substanzen, ins- 
besondere an die Glycerinphosphorsiure. In der Lecithin- 
fraktion des Blutes sind reichliche Mengen dieses Esters vor- 
handen. Doch miiBte bei einer Bildung der Diphosphoglycerin- 
siure aus der Glycerinphosphorsiure des Lecithins eine Ver- 
schiebung des Lipoidphosphors zugunsten des siureldslichen 
nachweisbar sein; das ist aber nicht der Fall. Ferner wire 
der Ubergang des Phosphorsiiureesters des Glycerins in einen 
solchen der Glycerinsiure mit der Oxydation einer Alkohol- 
gruppe bis zur Carboxylgruppe verbunden. Dagegen spricht 
aber die Tatsache, da’ die Diphosphoglycerinsiure unter 
anaeroben Bedingungen ebenso leicht entsteht wie in An- 
wesenheit von Sauerstoff. Man miiBte daher Wasserstoff- 
acceptoren von groBer Kapazitaét annehmen. 

Die fiir die biologische Funktion der Erythrocyten, kurz 
fiir ihren Lebensproze8, notwendige Energie wird, soweit sich 
iibersehen laBt, durch den mehr oder weniger anaeroben Vor- 
gang der Glykolyse bestritten, und von vornherein tritt die 
Vermutung auf, daB die Glycerinsiure aus dem Kohlenhydrat- 
stoffwechsel der roten Blutkérperchen stammt. 

Freilich kénnte die Abhingigkeit des Fortschreitens der 
Phosphorsiureveresterung von dem Fortgang der Glykolyse 
auch so erklirt werden, daB mit dem Aufhéren dieses energie- 
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iefernden Prozesses gerade wegen seiner Lebensnotwendigkeit 
Absterbeerscheinungen an den Zellkolloiden auftreten, die ein 
Fortschreiten aller fermentativen Synthesen unmiglich machen, 
ja zur Wiederabspaltung bereits gebundener Phosphorsiure 
fihren. (Naheres iiber diese Zusammenhinge vgl. bei Embden 
und Mitarbeitern.’) 

Mancherlei spricht jedoch dafiir, daB ein unmittelbarer 
Zusammenhang zwischen der Bildung der Diphosphoglycerin- 
siure und der Glykolyse vorhanden ist. 

Der biologischen Zuckerspaltung scheint nach unseren bis- 
herigen Kenntnissen eine Veresterung von Kohlenhydrat mit 
Phosphorsiiure allgemein voranzugehen. Bei der Spaltung 
selbst wird das Glucosemolekiil in der Mitte gleichsam aus- 
einandergebrochen; es entstehen 2 Molekiile Triose, von denen 
mindestens eins zuniichst mit Phosphorsiiure’verestert bleiben 
kénnte. Die hierbei (neben freier Triose) entstehende Triose- 
phosphorsiure kénnte mit der Bildung von Diphosphoglycerin- 
siure in Zusammenhang gebracht werden. 

Gerade die T'atsache, daB die Diphosphoglycerinsiiure 
ebenso leicht unter anaeroben Bedingungen entsteht, wie bei 
Anwesenheit von Sauerstoff, laBt uns an die von Neuberg 
bei der Hefegiirung entdeckten feineren Intermediirvorginge 
denken, wobei aus den Triosen entstehende Umwandlungs- 
produkte oxydiert werden, wiihrend andere einer Reduktion 
unterliegen. Einer Oxydation entspricht jeweils eine Reduktion; 
nur durch das innige Ineinandergreifen beider Vorgiinge wird 
der normale Ablauf der alkoholischen Girung erméglicht. 

Diese oxydativ-reduktiven Umwandlungen sind in erster 
Linie durch die Aldehydgruppen der bei der Girung auf- 
tretenden Zwischenprodukte bedingt. Auch die zuniichst aul- 
tretenden Triosen sind zu derartigen ,,Dismutationen“ befihigt. 
Als primiir bei der Zuckerspaltung entstehende Triose spielt 


‘) Embden, Chemismus der Muskelkontraktion, Handbuch der 
hurm. u. path. Physiologie Bd. 8, J. H., insbesondere vgl. S. 434 (1925): 
Abraham u. Kahn, Diese Zs. Bd, 141, S. 161 (1924); H. I. Deuticke, 
Diese Zs. Bd. 149, §. 259 (1925); Embden u. Jost, Deutsch. med. 
Wochenschr. Jahrg. 51, S. 636 (1925). 
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nach unseren bisherigen Erfahrungen der Glycerinaldehyd die 
wichtigste Rolle. 

Sofern Glycerinaldehyd an solchen oxydativ-reduktivey 
Umwandlungen beteiligt ist, kénnte hieraus leicht der organische 
Rest der Diphosphoglycerinsiure entstehen, derart, daB eine 
Oxydoreduktion entweder zwischen 2 Aldehydmolekiilen oder 
zwischen 1 Glycerinaldehydmolekiil undirgendeineranderen Carbo- 
nylsubstanz?)eintritt. Glycerinaldehyd wiirde so durch Oxydation 
in Abwesenheit freien Sauerstoffs in Glycerinsiure iibergehen. 

Kin Beispiel fiir die Beteiligung der Triose an den Oxydo- 
reduktionen in der anderen Richtung ist die Tatsache, dat 
bei der alkoholischen Girung unter bestimmten Bedingunge) 
Glycerin entsteht. 

Die Ansichten tiber das Auftreten des Glycerinaldehyds 
als Zwischenprodukt der Zuckerspaltung gehen hauptsichlich 
auf Wohl’) zuriick. Die Vergirbarkeit dieser Triose durch 
Hefe wurde von Buchner und Meisenheimer'’) festgestellt. 
Von Embden und Mitarbeitern*) wurde ihre Bedeutung fiir 
den tierischen Stoffwechsel eingehend untersucht. Es ergal) 
sich, daB racemischer Glycerinaldehyd von roten Blutkérperchen 
und bei der Durchblutung der iiberlebenden Leber leicht 
in gréBtenteils racemische Milchsiure iibergefiithrt wird uni 
daB umgekehrt auch inaktiver Glycerinaldehyd zum Zucker- 
aufbau in der Leber verwendet werden kann.*®) Es entstehi | 
daraus ein besonderer Zucker, die d-Sorbose. Embden schlieii 
aus diesen Befunden, daB optisch aktiver Glycerinaldehy( 
die zwangsliufige Zwischenstufe bei der Zuckerspaltung zu 
Milchsiiure ist, und daB der Zuckeraufbau aus Milchsiure ibe: 
Glycerinaldehyd fiithren muB. 











1) Unter Carbonylsubstanzen sind hier die bei der Zuckerspaltuny 
auftretenden Zwischenprodukte mit Aldehyd- oder umlagerungsfiihigen 
Ketogruppen verstanden. 

2) Wohl, Biochem. Zs. Bd. 5, S. 45 (1907). 

‘) Buchner u. Meisenheimer, Chem. Ber. Bd. 43, S. 1778 (1910 
(vgl. da auch friihere Literatur). 

*) Embden, Baldesu. Schmitz, Biochem. Zs. Bd. 45, 8S. 108 (1912). 

°) Embden, Schmitz u. Wittenberg, Diese Zs. Bd. 88, S. 210 
(1913). 
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Der tierische Organismus besitzt nach Sansum und 
Woodyatt’) allerdings nur eine geringe Toleranzbreite fiir 
Glycerinaldehyd. Das ist nicht erstaunlich und spricht nicht 
gegen das intermediare Auftreten von Glycerinaldehyd beim 
Zuckerabbau, da er hier einer sofortigen weiteren Umwandlung 
unterliegt. 

Weiter haben Dakin und Dudley), sowie Neuberg®*) 
festgestellt, daB auch Methylglyoxal, das bei der Zuckerspaltung 
durch chemische Agenzien erhalten wird, von tierischem Ge- 
webe in Milchsiure iibergefiilirt werden kann. Wegen dieser 
Befunde und auf Grund von Uberlegungen iiber die sterische Natur 
der in Frage kommenden Zwischensubstanzen vertritt Neu- 
berg die Anschauung, daB der Abbau der Glucose itiber Methyl- 
glyoxal fiihren miisse. Auch die Annahme dieser Ansicht ist 
mit der Auffassung durchaus vereinbar, da8 zunichst Glycerin- 
aldehyd entsteht; dieser kénnte durch Wasserabspaltung in 
Methylglyoxal iibergehen. 

Alles in allem spricht sehr viel dafiir, aber nichts dagegen, 
daB beim Zuckerabbau, besonders im tierischen Organismus, 
Glycerinaldehyd als erstes Spaltprodukt entsteht. 

Die bei der Zuckerspaltung im Blute auftretende Triose, 
die mit groBer Wahrscheinlichkeit gemiB den oben entwickelten 
Anschauungen mit aktivem Glycerinaldehyd identisch ist, wiirde 
dann weiter in Milchsiure iibergefiihrt werden.) 

Bei diesem ebenfalls véllig anaerob verlaufenden Uber- 





1) Sansum u. Woodyatt, JI. of Biol. Chem. Bd. 24, 8S. 327 u. 
343 (1916). 

*) Dakin u. Dudley, Jl. of Biol. Chem. Bd. 14, S. 321 u. 423 
(1913); Bd. 15, S. 463; Bd. 16, S. 505 (1913). 

5) Neuberg, Biochem. Zs. Bd. 49, 8. 502 (1913); Bd. 51, S. 484 (1913). 

*) Nach Griesbach [Biochem. Zs. Bd. 50, S 457 (1913)] sind an 
der Uberfiihrung von Zucker zu Milchsiiure zwei verschiedene Fermente 
beteiligt, da wohl der Glycerinaldebyd, nicht aber die Glucose von 
lackfarbenem Blut in Milchsiiure umgewancelt wird. A. Léb [Biochem. 
Zs. Bd. 50, 8. 451 (1918)] hat fihnliches fiir die schlecht glykolysierenden 
Schweineblutkérperchen gezeigt. Es ist auffallend, dab gerade der erste 
Angriff am Zuckermolekiil nur unter den Bedingungen stattfindet, die 
auch fiir die Veresterung anorganischer Phospkorsiure bei der Glykolyse 
notwendig sind. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CLXV. 14 
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gang tritt gewissermaBen Oxydation und Reduktion am gleichen 
Molekiil, eine sogenannte ,innere Dismutation“ ein, 

Kine ,,iubere Dismutation’ zwischen 2 Glycerinaldehyd- 
molekiilen muf zu Glycerinsiure und Glycerin fiihren. Lic 
anaerobe Natur des Bildungsvorganges der Diphosphoglycerin- 
siure wire also ohne weiteres verstiindlich, wenn man an- 
nihme, daf gleichzeitig mit der Diphosphoglycerinsiure der 
Phosphorséureester des Glycerins gebildet wird. Der Nach. 
weis einer Entstehung von Glycerinphosphorsiure oder Glycerin 
wihrend der Glykolyse wiirde die hier geaiuferte Ansicht iiber 
den feineren Mechanismus der Diphosphoglycerinsiurebildung 
bestatigen. Der exakte experimentelle Beweis muf weiteren 
Untersuchungen vorbehalten bleiben; doch spricht schon jetzt 
sehr viel dafiir, daB unter diesen Bedingungen auch der erste 
Baustein des Lecithins gebildet wird. 

Nach Pasqualis?) sind im Blut tatsichlich geringe Mengen 
von Glycerinphosphorsaiure vorhanden. 

Weiterhin haben Embden, Baldes und Schmitz?) ge- 
funden, da tierisches Gewebe Glycerinaldehyd zu Glycerin 
reduzieren kann; ein entsprechender OxydationsprozeB mui 
notwendigerweise mit dieser Reduktion verkoppelt sein. 

Auf die Bildung von Glycerinphosphorsiure kénnte auch 
die regelmaBig festzustellende Verminderung der Gesamtphos- 
phorsaure des Bleizuckerniederschlages bezogen werden, da das 
Bleisalz der Glycerinphosphorsaiure in Wasser etwas léslich ist. 

Ks ist nun ferner interessant, daB nach den Untersuchungen 
Bloors?) die roten Blutkérperchen mit groBer Wahrscheinlicli- 
keit Stiitten des Lecithinaufbaues sind. Dieser Forscher konnte 
zeigen, daB der Lipoidphosphor der Erythrocyten wihrend der 
Fettresorption stark zunimmt. 

Wir haben schon die Ansicht angedeutet, dab die bei der 
Diphosphoglycerinsiurebildung stattfindende Phosphorylierung 
als eine primaire Veresterung von Kohlenhydrat mit Phosphor- 
siure erfolgt und daB die Esterbindung bei der Spaltung erhalten 


1) Pasqualis, Ann, chim. Farmacol. Bd. 20, S. 145 (1894). 
*) Embden, Baldesu. Schmitz, Biochem. Zs, Bd. 45, S. 174 (1912). 
*) Bloor, Jl. of Biol. Chem. Bd. 24, 8. 447 (1916). 
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bleibt. Es wurde jedoch auch die andere Méglichkeit geprii(t, 
ob etwa freier Glycerinaldehyd noch sekundiir mit Phosphor- 
siure verestert werden kénnte. Dabei ergab sich, daB zu 
Blutproben zugesetzter racemischer Glycerinaldehyd jedenfalls 
nicht zur Diphosphorglycerinsiurebildung verwendet wird. Hier- 
nach mite die Phosphorylierung vor der Spaltung erfolgen. 

DaB auch bei der Glykolyse des Blutes Hexosephosphor- 
siiureester als Vorstufen der Zuckerspaltung auftreten, ist, ohne 
bisher streng bewiesen zu sein, im héchsten MaBe wahrschein- 
lich. Man ist nach dem Vorhergesagten weiterhin zu der An- 
nahme geneigt, daB zunichst das gebildete Hexosephosphat in 
ein Molekiil Triosephosphorséure und ein Molekiil Triose zer- 
fallt, von denen das letztere direkt in Milchsiure iibergefiihrt 
wird. Ein Teil der Triosephosphorsiiure wird nach Abspaltung 
der Phosphorsa’ure vermutlich der gleichen Umwandlung unter- 
liegen. Aus ungespaltener ‘T'riosephosphorsiiure wiirde die Di- 
phosphoglycerinsiure neben Glycerinphosphorsiure entstehen, 
derart, daB von 2 Molekiilen phosphorylierten Glycerinaldehyds 
eines zur Diphosphoglycerinsiure oxydiert, das andere zur 
Glycerinphosphorsiiure reduziert wird. Dies entspricht durchaus 
den zuerst im hiesigen Institut gemachten Beobachtungen, daB 
bei der Glykolyse — auch unter Beriicksichtigung der geringen 
Atmung') der Erythrocyten und der daraus errechneten Zucker- 
oxydation — nicht die dem Zuckerzerfall entsprechende Menge 
Milchsiure*) entsteht. 

Hier wiirde sich also ein Berithrungspunkt zwischen dem 
mit der Glykolyse in Beziehung stehenden siureléslichen Phos- 
phor und dem allem Anschein nach fiir den Fettabbau und 
-transport wichtigen Lipoidphosphor des Blutes ergeben. 


6. Biologisches Verhalten der Diphosphoglycerinsaure unter 
der Einwirkung verschiedener Organe. 
Die Diphosphoglycerinsiure der roten Blutkérperchen 
scheint ebenso wie die Hexosephosphorsiureester auch im 
Organismus auBerordentlich labil zu sein. 





') Warburg, zitiert 8. 190; Negelein, zitiert S. 190. 
*) Kura Kondo, Biochem. Zs. Bd. 45, 8S. 88 (1912) (s. bes. S. 91 
Tabelle). 
14* 
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Wenn dieser Kster im Stoffaustausch des Blutes mit de. 
anderen Organen eine Rolle spielen sollte, miBte er ins Serum 
iibertreten kénnen. Hier ist er jedoch nur in Spuren nach- 
welsbar. Aber Lawaczeck!) hat schon festgestellt, daB durch 
Einleitung von Kohlensiiure, d.h. also bei einer Verschiebung 
der H-lonenkonzentration nach der sauren Seite, anorganische 
und auch organische Phosphorsiiure aus den Kérperchen austritt. 

Ferner haben Kay und Robison?) gefunden, daB bei 
Zugabe von Knochenextrakt zu nicht himolysierten Blutproben 
eine Vermehrung der anorganischen Phosphorsiure im Plasma 
nachzuweisen ist. Die beiden Forscher schlieBen daraus, dab 
die in den roten Blutkérperchen vorhbandenen Phosphorsiiure- 
ester ins Plasma diffundieren kénnen. 

Jedenfalls scheimt keine absolute Impermeabilitat der 
Grenzschicht der roten Blutkérperchen fiir die Phosphorsiure- 
ester zu bestehen. 


Von vornherein war es auch denkbar, daB die roten Blut- 
kérperchen nicht einziger Bildungsort der Diphosphoglycerin- 
siiure wiren. Doch gelang es bisher nicht, eine Entstehung 
des Esters in anderen wie den Blutzellen nachzuweisen. Ins- 
besondere zeigte es sich bei der Durchblutung der isolierten 
iiberlebenden Leber mit ihrem in vielen Phasen gut erhaltenen 
Kohlehydratstoffwechsel, daB eine wesentliche Verinderung der 
einzelnen Anteile des siiureléslichen Blutphosphors nicht ein- 
trat. Die Bildung des Esters scheint also auf die roten Blut- 
kérperchen beschrinkt zu sein. 

Nach dem Vorhergesagten besteht aber durchaus die Még- 
lichkeit, daB die in den roten Blutkérperchen so reichlich vor- 
handene Diphosphoglycerinsiure ins Plasma gelangen kann. 
Sie kéonte daher wohl auch im Stoffaustausch des Blutes mit 
einzelnen Organen von Bedeutung sein. 

Ks war jedenfalls wichtig festzustellen, wie sich die aus 
Blutkérperchen isolierte reine Diphosphoglycerinsiure unter 
der Einwirkung verschiedener Organe verhilt. 


1) Lawaczeck, zitiert S. 181. 
?) Kay und Robison, Biochem. Jl. Bd. 18, S. 755 (1924). 
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Ich untersuchte vor allem einzelne Organe des Warmbliiter- 
organismus auf ihre Fiahigkeit den Ester zu spalten. Die 
Hydrolyse der Diphosphoglycerinsiure wurde an der Abspaltung 
anorganischer Phosphorsiiure durch Gewebsbrei vom Kaninchen 
verfolgt. 

Muskel, Milz, Knochenmark zeigten keine wesentliche, die 
Leber nur eine geringfiigige Spaltung. 

Dagegen war beim Nierengewebe unter gleichen Bedingungen 
eine besonders starke Hydrolysefihigkeit fiir den Kster fest- 
zustellen. In wenigen Stunden wurde eine nicht unbetrichtliche 
Menge zugesetzten diphosphoglycerinsauren Salzes_ praktisch 
vollstiindig gespalten. 

Tabelle VI. 


Organbrei (Kaninchen) 3 Stunden bei 42° exponiert. 





Muskulatur Leber Niere Blut 











o S| > 3 o je 
= as + 2 a 
“SSS: fa > ee ~ 
A aga i1A!|SS3t aA | S@ia d% 
EY | SA | Sa EZ 
2 i) sp © oD, S Si ° 
~ a a o- | CO o~ of © 
ot “ a "om" nN 
I. °/) POH, vor | 0,290 | 1. 0,539 | 0,122 | 1. 0,847] 0,170 | 1. 0,408]0,012| 0,025 
und nach Ex- 2. 0,460 2. 0,302 | 0,161 | 2. 0,380 
position ohne | 3. 0,427 
Zusatz. | 
HN. °/, POH, 1. 0,608 1. 0,480 1. 1,228 0,035 
bei Zusatz 2. 0,543 2. 0,460 2.. 1,182 
von 9,35 mg 3. 1,283 } 
organ. PO,H, 
(als Diphos- ' 
phoglycerin- 
siure). 
TY. °/, der zu- | 1. 6,85 1. 14,2 1. 87,7 1,07 
gesetzten or- | 2. 8,90 2. 16,9 2. 85,8 
gan. PO,H, | 3. 91,6 
gespalten. | 














In Tabelle VI sind Versuche zusammengestelit, die die Spaltung 
des Esters durch verschiedene Organe zeigen. 

Die Versuchsanordnung war folgende: In mehrere Wiegeglischen, 
die 4 ecm einer 2°/,igen Natriumbicarbonatlésung enthielten, wurde etwa 
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1 g des mit der Schere fein zerschnittenen Organes gegeben. Ein An- 
satz wurde zur Bestimmung der Anfangswerte sofort gefillt(A-Wert). Einem 
zweiten wurden noch 2 ccm einer etwa 0,6°/,igen neutralisierten Di- 
phosphoglycerinsiurelésung zugesetzt, die véllig frei war von anorganischer 


Phosphorsiiure. Die zugesetzte Estermenge enthielt 9,35 mg organisch ge- | 


bundene Phosphorsiure. Kine dritte Probe von gleicher Zusammensetzung 
wurde sofort im Dampfbad fiir einige Minuten auf 100° erhitzt. Einem 
vierten Ansatz wurde statt der Esterlésung 2 cem Wasser beigegeben. Nach 
Zugabe von einem Tropfen Toluol verblieben die Ansiitze mit Ausnahme 
der A-Bestimmung 8 Stunden lang in einem.Wasserbade von 42° und 
wurden dann mit je 6 cem 4°/,iger Salzsiure und 5°/,iger Sublimatlésung 
gefillt. Am anderen Tage erfolgte in den quecksilber- und schwefelwasser- 
stofffreien Filtraten die Bestimmung der anorganischen Phosphorsiure. 

Die erhitzte Kontrolle ergab in allen Fallen den kaum veriinderten 
Anfangswert. Die zu einem Versuche gehérigen Bestimmungen sind 
in Tab. VI mit gleichen arabischen Ziffern bezeichnet. 


Wie sich aus der mit I bezeichneten Horizontalspalte der 
Tab. VI ergibt, tritt ebenso wie beim Muskel auch in Leber 


und Niere schon beim Stehen des Gewebsbreis bei 42° eine 
reichliche Abspaltung anorganischer Phosphorsiure aus von 
vornherein vorhandenen organischen Verbindungen ein. 

In der mit IJ bezeichneten Horizontalspalte sind die 
Phosphorsiurewerte in den Ansitzen mit Diphosphoglycerin- 
siurezusatz enthalten. Es ergibt sich daraus, daB besonders 
durch Nierenbrei eine groBe Menge Extraphosphorsiure, die 
wir auf den zugesetzten Ester beziehen miissen, abgespalten 
wird. In der III. Horizontalspalte ist berechnet, einem wie 
groBen prozentischen Anteil der in der Diphosphoglycerinsiiure 
gebundenen Phosphorsiure die aus dieser Substanz abgespaltene 
Phosphorsiure entspricht. Daraus ergibt sich dann, daB unter 
miteinander unmittelbar vergleichbaren Versuchsbedingungen 
die Muskulatur die zugesetzte Kstermenge zu 6,85—8,9°/), 
die Leber zu 14,2—16,9°/,, die Niere aber zu 85 bis tiber 
90 °/, in 3 Stunden spaltet. 

Im Blute findet unter diesen Bedingungen eine kaum 
merkliche Spaltung statt; da hier bei schwach-alkalischer Re- 
aktion die Veresterungsvorgiinge iiberwiegen, ist dies nicht er- 
staunlich. Aber auch unter Bedingungen, die im Blute immer 
zu elmer reichlichen Abspaltung anorganischer Phosphorsiiure 
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fihren, konnte eine Spaltung des zugesetzten Esters nicht 
gezeigt werden. Ich habe derartige Versucbe mit kohlensiure- 
gesittigtem und mit lackfarbenem Blut angestellt, konnte aber 
keine nennenswerte Mehrabspaltung anorganischer Phosphor- 
siiure erzielen. 

Ahnliche Erfahrungen machten iibrigens auch Martland, 
Hansmann und Robison (a. a. 0O.), die lackfarbenem Blut 
eine Extramenge siureldslichen organischen Blutphosphors ein- 
fach in Form von Blutfiltrat zusetzten. Dabei ergab sich, daB 
der Zusatz von Blutfiltrat die Phosphorsiureabspaltung auch 
bei 24 stiindigem Stehen nicht steigerte. 

Aber dennoch muB gerade die Diphosphoglycerinsiure fiir 
die Abspaltung anorganischer Phosphorsiure bei saurer Re- 
aktion und bei kiinstlich hervorgerufener Himolyse des Blutes 
verantwortlich gemacht werden (vgl. S. 183ff.). Es ist unwahr- 
scheinlich, daB die Fiahigkeit des Blutes zur Spaltung von 
Diphosphoglycerinsiure in den geschilderten Versuchen wegen 
der groBen Substratmengen nicht in Erscheinung tritt. Es 
scheint vielmehr unmdglich zu sein, zugesetzte Diphospho- 
glycerinsdure in die richtige Beziehung zum Ferment zu bringen. 
Irgend ein vorbereitender Prozef, vielleicht eine Komplement- 
bindung, scheint an die Struktur der K6érperchen gebunden 
zu sein. Bei den intakten Erythrocyten des _ kohlensiiure- 
gesiittigten Blutes ist es aber wohl infolge der geringen Permea- 
bilitit der roten Blutkérperchen nicht méglich, das Substrat von 
aufen an die Spaltungsorte zu bringen. Der erste vorbereitende 
ProzeB fiir die Spaltung der Diphosphoglycerinsaéure wiirde demnach 
auch an die Struktur der roten Blutkérperchen gebunden sein. 

Die optimale H-Ionenkonzentration fiir die Hydrolyse des 
Ksters in der Niere liegt bei schwachalkalischer Reaktion.') 
Bei neutraler und schwach saurer Reaktion verliuft die Spal- 
tung in diesem Organ wesentlich langsamer. 


) Nach Hichholtz, Brull und Robison |Proc. of the Roy. Soc. 
B. Bd. 99, S. 91 (1925)] liegt das Reaktionsoptimum fiir die Nierenphos- 
phatase im allgemeinen bei p,, 8,4—9,4, nach Kay [Biochem. Journ. 
Bd. 20, S. 791 (1926) bei py 8,8—9,2. Doch kommen diese Reaktions- 
zonen fiir das physiologische Wirken des Fermentes kaum in Betracht. 
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In nachstehender T'ab. VIL ist ein Versuch wiedergegeben, 
der die Abhiingigkeit der Spaltung von der H-Ionenkonzen- 
tration zwischen p,, 8,3—p,,6,6 bei verschiedenen ‘Tempera- 
turen zeigt. 

Nierenbrei, der von mehreren Kaninchen gewonnen war, wurde in 
Wiegeglischen gefiillt, die 4ccm einer 2°/,igen Natriumacetat- baw. 
Bicarbonatlésung enthielten. Die Natriumacetatlésung der einzelnen An- 
sitze war durch Essigsiiurezusatz auf verschiedene H-Ionenkonzentia- 
tionen gebracht und zwar auf py 6,6; 7,2 und 7,6. Ein Ansatz von py 8. 
enthielt 2°/, Natriumbicarbonatlésung. In je ein Glischen jeder H-lonen- 
konzentration wurden 2 ccm einer Diphosphoglycerinsiurelésung ge- 
geben, die 9,1mg organisch gebundene Phosphorsiiure enthielten, in 
jedesmal entsprechende Proben kamen statt dessen 2cem Wasser. Sémt- 
liche Ansiitze wurden dann in ein Wasserbad von 83—35° bzw. 42 bis 
43° fiir 3 Stunden verbracht. Fiillung und Bestimmung der anorgani- 
schen Phosphorsiure erfolgte wie in den vorigen Versuchen. 

Fiir jede H-Ionenkonzentration sind nebeneinander die 
ohne und mit Zusatz von Diphosphoglycerinsiure erhaltenen 
Phosphorsiurewerte angegeben. 

Man sieht, daf in den Proben mit Zusatz die anorganische 
Phosphorsiure gegeniiber denen ohne Zusatz stark vermehrt 
ist. Die aus der Diphosphoglycerinsiure abgespaltene Phos- 
phorsiure ist wieder auf die zugesetzte Menge berechnet und 
eingeklammert angefiihrt. Es ergibt sich, daf& die stirkste 
Spaltung bei p,, 8,3 und 42° erfolgte, daB die Hydrolyse bei 
p,, 6,6 nur etwa halb so groB war. 

Die Spaltung der Diphosphoglycerinsiure in der Niere 
erwies sich ferner von der Anwesenheit von Calciumionen ab- 
hiingig. 

Das Calciumsalz des Esters ist kaum wasserléslich, eine 
Spaltung bei starken Calciumkonzentrationen daher von vorn- 
herein ausgeschlossen. Aber auch bei ganz kleinen, nahezu 
physiologischen Calciumkonzentrationen und schwach saurer, 
fast neutraler Reaktion, Bedingungen, unter denen keine Cal- 
ciumphosphate ausfallen, ist eine deutliche Hemmungswirkung 
der Calciumionen festzustellen. Derartige Versuche sind in 
der folgenden Tab. VIII wiedergegeben. 


Die Ansitze waren iihnlich wie im vorigen Versuch zusammen- 
gestellt. Kin ,,A“-Ansatz zur Bestimmung der anfinglich vorhandenen 
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Phosphorsiure wurde sofort gefillt. Eine ,,B“-Probe enthielt 2 °/, ige 
Bicarbonatlésung. Die anderen mit C,—C, bezeichneten Ansiitze waren 
mit einer 2°/,igen Natriumacetatlésung von py 7,0 beschickt. Den 
Proben C,—C, wurden 2 ccm einer Diphosphoglycerinsiurelésung, die 
9,1 mg organisch gebundene Phosphorsiiure enthielten, zugesetzt, und 
den Ansiitzen C,—C, auBerdem noch Calciumchlorid in Konzentrationen 
von M/50, M/100, M/200 und M/500. Danach verblieben simtliche Pro- 
ben 3 Stunden lang im Wasserbad von 35°, 

Wiir zwei Versuche sind in vorstehender ‘lab. VIII die nach 
der Exposition ermittelten Phosphorsiiurewerte enthalten. Man 
erkennt zunichst, daB auch ohne Zusatz von Diphosphoglycerin- 
siiure die Spaltung bei p,,7,0 wesentlich geringer ist als bei 
p,, 8,3; daB aber auch bei p,,7,0 in Ansatz C, noch eine krif- 
tige Hydroiyse des Esters, gemessen an der Mehrabspaltung 
anorganischer Phosphorsiure, gegeniiber C, vorhanden ist. In 
den Ansiitzen C,—C, ist diese Mehrabspaltung geringer, der 
Zusatz von Calciumionen fiihrte zu einer mit fallender Calcium- 
konzentration abnehmenden Spaltungshemmung. In M/500 
Calciumchlorid ist keine sichere Hemmung mehr vorhanden. 

Robison?) hat schon 1923 in der Niere ein Enzym nach- 
gewiesen, das Hexoseyhosphorsiureester und Glycerinphosphor- 
siure spaltet. 

Gemeinsam mit Kichholtz und Brull?) stellte er dann 
spiiter fest, daB im Herz-Lungen-Nieren-Priparat dem Blute 
zugesetzte Phosphorsiureester zu einer reichlichen Ausschei- 
dung anorganischer Phosphorsiure fiihren. Das gleiche konnte 
auch an Tieren gezeigt werden, denen die Hypophyse exstir- 
piert war. Diese Operation war fiir die Untersuchungen des- 
halb zweckmaBig, weil bei Fehlen der Hypophyse ebenso wie 
im Herz-Lungen-Nieren-Priparat die anorganischen Phosphate 
des Serums nicht konzentriert werden kénnen, und daher die 
Mehrausscheidung aunorganischer Phosphorsiiure auf die Spal- 
tung zugesetzter Ester in der Niere bezogen werden mubB. 

Ich habe fiir &hbnliche Versuche intakte Kaninchen be- 
nutzt und fand, da8 nach intravenéser Injektion von Diphos- 





') Robison, Biochem. Jl. Bd. 17, 8. 286 (1923). 
*)} Eichholtz, Brull und Robison, Proc. of the Roy. Soe. oi 
London B. Bd. 99, S. 91 (1925). 
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phoglycerinsiure als Natriumsalz regelmiBig ein starker An- 
stieg in der Ausscheidung anorganischer Phosphorsiure eintrat. 
Kichholtz, Brull und Robison (a. a. O.) schliefen aus 
ihren Versuchen, daB das anorganische Phosphat des Harns, 
wenn nicht ausschlieBlich, so doch zum gré8eren Teil aus den 
organischen Phosphorsiiureestern des Blutes stammt, die in der 
Niere hydrolysiert werden. Nun haben allerdings Addis, 
Meyers und Bayer’) festgestellt, daB nach Injektion von 
gréBeren Mengen Phosphatlésung sehr schnell eine Mehraus- 
scheidung anorganischer Phosphorsiure im Harn auftritt. 
Ferner halt Kay?) neuerdings die Méglichkeit einer Dif- 
fusion der Ester durch die Blutkérperchenmembran fiir noch 
nicht geniigend gesichert und glaubt, daB die Befunde vou 
Addis und Mitarbeitern nach der Theorie von Kichholtz, 
Brull und Robison nur schwer erklairt werden kénnen. 
Zieht man jedoch andererseits den tiuberst geringen Ge- 
halt des Plasmas an anorganischer und organischer Phosphorsaure 
und den von Lawaczeck gefundenen Phosphataustausch zwischen 
Korperchen und Plasma in Betracht, so neigt man zu der An- 
sicht, daB die organischen Phosphorsiureester der roten Blut- 
kérperchen einen groBen Teil des Harnphosphates liefern kénnen. 
Ist diese Auffassung zutreffend, so diirfte die Diphospho- 
glycerinsiure, die ja unter den Phosphorsiureestern des Blutes 
in weitaus iiberwiegender Menge vorhanden ist, wohl als die 
wesentlichste Muttersubstanz der aus organischen Estern des 
Blutes herrithrenden Harnphosphorsiiure anzusehen sein. 
Abgesehen davon scheint die Diphosphoglycerinsiure aber 
auch eine gewisse Bedeutung fiir den Regulationsmechanismus 
der H-lonenkonzentration zu haben. Bei Sauerung des Blutes 
wird sie im Gesamtorganismus, wie man aus den Unter- 
suchungen Kays*\ schlieBen kann, schon im Blute gespalten. 
Auferdem tritt sie dann auch ungespalten ins Serum iiber (vgl. 
Lawaczeck, a.a.O.) und kann in der Niere hydrolysiert werden. 


1) Addis, Meyers u. Bayer, Americ. Jl. of Physiol. Bd. 72, 5. 125 


*) Kay, Biochem. Jl. Bd. 20, S. 791 (1926). 
*) Kay, Biochem. Jl. Bd. 18, S. 1133 (1924). 
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Durch beide Vorgiinge wird eine reichliche Ausscheidung von 
anorganischem Phosphat, wie dies Haldane, Wigglesworth 
und Woodrow!) bei der Ammonchloridacidose gefunden haben, 
hervorgerufen und dadurch die Blutreaktion zur alkalischen 
Seite verschoben. 

Zusammenfassung. 


1. Der weitaus gréBte Teil des organischen siiureléslichen 
Phosphors der roten Blutkérperchen ist, wie im AnschluB an 
die Versuche Greenwalds festgestellt wurde, in Form einer 
zweifach mit Phosphorsiure veresterten Glycerinsiiure vor- 
handen. In der vorliegenden Untersuchung gelang es, diese 
Substanz in krystallisierter Form als Brucinsalz darzustellen. 

2. Im Blat besteht ein inniger Zusammenhang zwischen 
der Glykolyse und dem von Lawaczeck beschriebenen Aufbau 
und Abbau organischer Phosphorsiureester. 

3. Die bei der Zuckerspaltung im Blut verschwindende 
anorganische Phosphorsiiure wird im wesentlichen zu Diphos- 
phoglycerinsiiure verestert. 

4, Die Bildung der Diphosphoglycerinsiure bei der Glyko- 
lyse geht auch anaerob ungehemmt vor sich. Dies spricht dafiir. 
daB die Synthese des Esters aus intermediir bei der Zucker- 
spaltung gebildeter Triosephosphorsiiure durch Cannizzaro- 
sche Umlagerung erfolgt, wobei auferdem eine Bildung von 
Gzlycerinphosphorsiure zu erwarten ist. 

5. Die Diphosphoglycerinsiure wird in der Niere leich‘ 
gespalten. Die Hydrolyse des Esters wird durch saure Reaktion 
und durch Calciumionen gehemmt. 

Entsprechend den Anschauungen Robisons ist die Di- 
phosphoglycerinsiure vielleicht die wichtigste Muttersubstauz 
der Harnphosphate, soweit diese aus den organischen Kster- 
verbindungen des Blutes stammen. Vielleicht spielt sie auch 
eine gewisse Rolle fiir den Regulationsmechanismus der H-Ionen- 
konzentration. 





') Haldane, Wigglesworth u. Woodrow, Proe. of the Roy 
Soc. of London B. Bd. 96, 8. 1 (1924). 
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Uber die fiir die Nuclealreaktion und Nuclealfarbung 
verantwortlich zu machenden Gruppen. 


Ill. Mitteilung. 


Zugleich Antwort auf Bemerkungen von 
Thannhauser und Blanco. 


Von 


R, Feulgen. 


(Aus dem Physiolog. Institut, Chem. Abt. der Universitiit GieBen.) 


(Der Redaktion zugegangen am 26. Januar 1927. 
gegang 


Thannhauser und Blanco!) spalteten Thymonucleiu- 
siure mit methylalkoholischer Salzsiure und erhielten kein 
Methylglucosid eines Kohlenhydrates. Hieraus ziehen sie den 
SchluB, daB in der Thymonucleinsiure die Purinkérper nicht 
nucleosidartig gebunden sind. Die Beweiskraft der Versuche 
von Thannhauser und Blanco ist nicht gerade sehr groB, 
da sie auf einem priparativ negativ ausgefallenen Versuche 
beruht, und man vermiBt vor allem den Parallelversuch mit 
peuntosehaltigen Nucleinsiiuren, der beweisen miibte, dab unter 
den Bedingungen, wie sie die genannten Autoren anwenden, 
aus Nucleinsiuren tatsiichlich das Methylglucosid eines Zuckers 
entstehen kann. 

Indessen war auch ich, unabhingig von Thannhauser 
und Blanco, zu derselben Anschauung gelangt. Diese wieder- 
holt geiiuBerte Ansicht ist eine Folge der Uberzeugung, da 
in der Thymonucleinsiure keine ,Hexose“, iiberhaupt kein 
.4ucker“ vyorkommt, und die Griinde hierfiir sind des 6fteren 


_—. 





) S.J. Thannhauser u. G. Blanco, Diese Zs. Bd. 161, S. 116 
(1926). 
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an anderen Stellen dargelegt worden.'!) Auch Thannhauser 
hat sich jetzt dieser Ansicht angeschlossen. Wenn aber in der 
Thymonucleinsiure kein ,Zucker“ vorkommt, so kann auch 
keine glucosidartige Bindung vorliegen; denn zum Wesen eines 
Glucosids gehért, daB die emponente an cinen ,,Zucker“ ge- 
bunden ist, der dabei aber nicht in seiner Oxoform, sondern 
in seiner tautomeren Cycloform reagiert, und nicht mit der 
Aldehydgruppe, sondern mit der durch die tautomere Um- 
lagerung bedingte Alkoholgruppe gebunden ist. Nun spricht 
aber die Nuclealreaktion dafiir, daB nach der Abspaltung 
der Purine aus dem Verbande der Thymonucleinsiiure die frei- 
werdenden reduzierenden Gruppen nicht solche eines ,,Zuckers“ 
sind; denn sie sind imstande, sich mit der fuchsinschwefligen 
Siure unter Bildung eines violetten Farbstoffes zu verbinden, 
und verhalten sich demnach wie ,,echte“ Aldehydgruppen, d. h. 
wie Aldehydgruppen, die nicht, wie bei den ,,Zuckern“, bei der 
Anstellung der Reaktion mit fuchsinschwefliger Saure wegen 
der tautomeren Umlagerung verschwinden. 

Thannhauser und Blanco kritisieren nun die Deutung 
meiner Versuche indem sie sagen: 

»feulgen glaubt zwar, da er bei einer Hydrolyse mit 
sehr verdiinnter Schwefelsiiure (Natriumbisulfat) nach Ab- 
spaltung der Purine freie Aldehydgruppen nachgewiesen habe. 
(Reaktion mit fuchsinschwefliger Siure, grine Fichtenspan- 
reaktion.”)}| Ferner gibt er an, daf die nach Abspaltung der 
Purine hinterbleibende Substanz (sogenannte Thyminsiure) sich 
mit Phenylhydrazin oder Hydroxamsiiure verbinde. Von den 
ersteren Reaktionen ist nicht sicher, ob sie nicht von dem mit 
den Pyrimidinen noch verketteten kohlehydratahnlichen Komplex 
stammen. Hs ist kein Beweis erbracht, daB diese Reaktionen 
durch ein Kohlehydrat, das vorher mit den abgespalteten 
Purinen oder mit der Phosphorsiure verkettet war, hervor- 
gerufen sind. Noch vieldeutiger ist die Reaktion mit Phenyl- 
hydrazin, da Feulgen nicht zeigen konnte, daB es sich um 





1) Z. B. R. Feulgen u. K. Voit, Diese Zs. Bd. 137, 8. 281 (1924). 
2) Die letztere hat mit der Aldehydgruppe nichts zu tun (der Ver- 
fasser). 























Fiir die Nuclealreaktion u. Nuclealfirbung verantwortl. Gruppen. 217 


ein wirkliches Hydrazon und nicht um eine einfache Salz- 
bildung mit den Phosphorsiinregruppen des restierenden Kom- 
plexes handelt. Eine fiir echte Zuckeraldehyde typische Reak- 
tion (Reduktion von Metallsalzlésung) konnte Feulgen in der 
Hydrolysenfliissigkeit nicht erbringen.“ 

Diese AuBerungen Thannhausers iiberraschten mich sehr, 
denn ich hatte geglaubt, daf& die meisten der von ihm mit 
Recht geforderten Beweise lingst erbracht sind, so daB ich 
mir die Kritik Thannhausers nur erkliren kann durch die 
Annahme, da ihm die hier in Frage kommenden Versuche 
unbekanut geblieben sind. 

Zuniichst stelle ich zu dem letzten Satze Thannhausers: 
Mine fiir echte Zuckeraldehyde') typische Reaktion (Reduktion 
von Metallsalzlésung) konnte Feulgen in der Hydrolysen- 
fliissigkeit nicht erbringen‘‘ — folgendes fest: 

1. Schon vor etwa 20 Jahren hat Steudel?) nachgewiesen, 
daB nach teilweiser Spaltung der Thymonucleinsiure redu- 
zierende Gruppen auftreten. 

2. Auch bei der von mir angewandten Spaltung treten 
reduzierende Gruppen in die Erscheinung, und zwar gleich- 
zeitig mit dem Auftreten der Reaktion mit fuchsinschwefliger 
Siure, ja, zum sicheren Nachweis dieser Gruppen ist sogar 
die Spaitung nach Feulgen notwendig, weil sie die denkbar 
mildeste ist und gerade ausreicht, die leicht abspaltbaren Purin- 
kérper abzutrennen. Bei stirkerer Kinwirkung der spaltenden 
Agenzien verandern sich die genannten Gruppen wieder und 
Feulgen und Voit*) hatten gezeigt, daB schon einstiindiges 
Kochen bei neutraler Reaktion geniigt, um die Reaktion mit 
fuchsinschwefliger Siiure zum Verschwinden zu bringen. Alle 
Spaltungsmethoden, bei denen die Thymonucleinsiiure lingere 


1) Was heibt ,,echte Zuckeraldehyde“? Ich habe die ,,echten“ 
Aldehyde in Gegensatz zu den Zuckeraldehyden gestellt, da sie mit 
fuchsinschwefliger Sdure eine Reaktion geben, die Aldosen aber nicht 
(der Verfasser). 

*) H. Steudel, Diese Zs. Bd. 55, S. 410 (1908). 

*) R. Feulgen u. K. Voit, Diese Zs. Bd. 137 S, 279, (1924). 
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Zeit gekocht wird, sind daher zum Studium der allererste» 
Spaltungsprodukte unbrauchbar. 

Die genannten Gruppen sind der nach Abspaltung der 
Purine aus der Thymonucleinsiiure resultierenden Thymin- 
siure eigentiimlich, und die reduzierende Wirkung der Thymin- 
siure ist denn auch von mir eingehend beschrieben worden, 
nur sind diese Versuche Thannhauser und Blanco un- 
bekannt. Die Reduktionsprobe ist besonders eindrucksvoll, 
wenn man ammoniakalische Silberlésung verwendet, da dann 
das reduzierte Silber kolloidal in Lésung bleibt und die Fliissig- 
keit wegen der grofen Fiarbekraft des kolloidalen Silbers 
intensiv braunschwarz gefirbt erscheint. 

3. Eben weil die reduzieren.; Wirkung der partiell mildest 
gespaltenen Thymonucleinséure so iiberaus eindrucksvoll ist, 
haben Feulgen und Voit?) sie benutzt, um Zellkerne zu 
»versilbern“. Sie behandelten Ausstriche von Froschblut vier 
Minuten iang mit n-HCl bei 60°, d.h. genau so, wie es bei 
der Nuclealfiirbung geschieht, und tauchten dann das Priparat 
(das mit fuchsinschwefliger Siure eine normale Nuclealfairbung 
ergeben wiirde) in die Silberlésung. Zum Vergleiche wurde 
ein genuines Priparat (also ohne saure Spaltung) in dieselbe 
Silberlésung gleich lange hineingetaucht: In dem ,,gespaltenen“ 
Priparat farbten sich die Zellkerne intensiv braunschwarz 
durch kolloidal eingelagertes Silber, wihrend sie in den Kontroll- 
praparaten ungefarbt geblieben waren. 

Natiirlich kann man zur Anstellung der Reduktionsprobe 
im Reagenzglase auch Fehlingsche Lésung nehmen, wie dies 
auch Steudel getan hat, aber die Fvohe mit ammoniakalischer 
Silberlésung ist aus oben erwiihnten Griinden besonders aul- 
fallend, und auBerdem vermeidet man dabei ein Erhitzen, das 
die reduzierenden Gruppen — besonders bei alkalischer Re- 
aktion — sehr schadigt. 

Im folgenden soll eine Versuchsanordnung angegeben 
werden, mit der der exakte Nachweis méglich ist, daB die nach 





1) R. Feulgen, Diese Zs. Bd. i101, S. 306 (1918). 
*) R. Feulgen u. K. Voit, Diese Zs. Bd. 135, 8. 249 (1924). 
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Feulgen mildest gespaltene Thymonucleinsiiure sowohl stark 
reduzierend wirkt, als auch mit fuchsinschwefliger Siure unter 
Farbstoffbildung reagiert. Ohne Abspaltung der Purine gibt 
es keine Reaktion mit fuchsinschwefliger Siure und keine 
Reduktionsproben. Nach allem, was wir von Nucleinsiuren 
iiberhaupt wissen, muB man als Einfachstes annehmen, daB 
eben durch die Abspaltung der Purine die Aldehydgruppen 
frei werden, d.h., daB in der Thymonucleinsiure die Purin- 
kérper so gebunden sind, daB dann Aldehydgruppen nicht 
manifest sind. Wenngleich auch ich der Ansicht bin, daB man 
die Thymonucleinsiure ganz vorurteilsfrei betrachten muBf, so 
ist doch wegen der unzweifelhaft bestehenden Ahnlichkeit mit 
den pentosenhaltigen Nucleimsiuren hier wohl so lange ein 
AnalogieschluB erlaubt, als nicht eindeutige Befunde dagegen 
sprechen. Der Kinwand von Thannhauser und Blanco, 
die Aldehydgruppen kénnten auch an den Pyrimidinkomplexen 
sitzen, ist gegeniiber der geiuBerten Anschauung doch viel 
unwahrscheinlicher. Die Pyrimidinkomplexe haben ja auch 
Levene sowie Thannheuser selbst dargestellt, bzw. dar- 
zustellen versucht. Ich habe aber bisher nichts davon ver- 
nommen, daB sie Aldehydgruppen aufweisen. 

Von den beiden Reaktionen ist die mit fuchsinschwefliger 
Siure im hohen MaBe charakteristisch fir Aldehydgruppen, 
wihrend die Reduktionsproben vieldeutig sind, da wir zahl- 
reiche Kérper kennen, die zwar stark reduzieren, aber keine 
Aldehydgruppen enthalten (z. B. Ketosen). So muB der positive 
Ausfall der Reduktionsproben nach meiner Theorie zwar un- 
bedingt verlangt werden, ohne daB wir aber berechtigt wiiren, 
ihm eine besondere Bedeutung beizulegen. 


Partielle Spaltung der Thymonucleinsaure. 


Man lést 0,5 g thymonucleinsaures Natrium in 15 cem Wasser und 
beschickt 2 Reagenzgliser mit je 5 cem dieser Lésung. Das eine Reagenz- 
glas versetzt man nunmehr mit 5 cem n/10-H,SO,, liBt die durch Aus- 
fallen von freier Thymonucleinsiure getriibte Liésung 5 Minuten im 
siedenden Wasserbade stehen, wobei die Triibung unter Aufspaltung 
der Nucleinsiiure und Entstehung der leichtléslichen Thyminsiiure ver- 
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schwindet, kiihlt unter der Wasserleitung ab und neutralisiert mit 5 ccm 
n/10-NaOH. 

In das zweite Reagenzglas gibt man zuerst 5 cem n/10-NaOH und 
neutralisiert dann sofort mit 5 cem n/10-H,SO,. Man hat so 2 Reagenz- 
gliiser, die beide dasselbe enthalten, und der einzige Unterschied ist der, 
da8 der Inhalt des ersten Reagenzglases einer sehr milden sauren Spal- 
tung unterworfen worden war, der Inhalt des zweiten aber nicht. Wir 
wollen die beiden Lésungen im folgenden der Einfachheit halber als 
»gespaltene und ,,nichtgespaltene’’ Nucleinsiurelésung bezeichnen. Die 
erstere triibt sich bald unter Ausfallen des abgespaltenen Guanins. 


A. Reaktion mit fuchsinschwefliger Siure. 


Man nimmt 2 Reagenzgliiser, welche je 3 ecm fuchsinschweflige 
Siiure') enthalten, und versetzt das eine Glas mit 5 Tropfen der ge- 
spaltenen, das andere Glas mit 5 Tropfen der nichtgespaltenen Nuclein- 
siure: In dem Glase, welches die gespaltene Nucleinsiure enthiilt, ent- 
steht im Laufe von einigen Minuten ein intensiver violetter Farbstoff, 
wihrend das andere Glas mit der nichtgespaltenen Nucleinsiure farblos 
bleibt (Nuclealreaktion). 


B. Reduktionsprobe. 


Man nimmt 2 Reagenzgliiser, welche je 3 ccm ammoniakalische 
Silberlésung’) tblicher Zusammensetzung enthalten, und versetzt das 
eine Reagenzglas mit 3 cem der gespaltenen, das andere Glas mit 3 cem 
der ungespaltenen Nucleinsiiure: Im Laufe von einigen Minuten fiirbt 
sich das Reagenzglas, welches die gespaltene Nucleinsiiure enthiilt, tief 
braunschwarz (kolloidale Silberlésung), wihrend der Inhalt des anderen 
Reagenzglases farblos bleibt. 


Des weiteren beanstanden Thannhauser und Blanco 
die Deutung von Versuchen von Feulgen und Landmann.’ 
Diese hatten gezeigt, daB die Thyminsiure, also der nach Ab- 
spaltung der Purine aus der Thymonucleinsiiure hervorgehende 
Komplex, imstande ist, sich mit 2 Molekiilen Phenylhydrazin 
zu verbinden, und die genannten Autoren hatten angenommen, 
daB die Bindung an der Aldehydgruppe der Thyminsiiure er- 


) Herstellung dieses Reagenzes s.b. R. Feulgen u. H. Rossen- 
beck, Diese Zs, Bd. 135, S. 243 (1924). 

*) 5°/,ige Silbernitratlisung wird mit dem gleichen Volumen 
5°/, iger Natronlauge vermischt und tropfenweise so viel konzentriertes 
Ammoniak zugesetzt, bis der Niederschlag von Silberoxyd eben gelést ist. 

°) R. Feulgen u. G. Landmann, Diese Zs. Bd 102, S. 262 (1918). 
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folge und den entstehenden Kérper Phenylhydrazonthyminsaure 
genannt. Thannhauser und Blanco sagen dazu: ,Noch 
vieldeutiger ist die Reaktion mit Phenylhydrazin, da Feulgen 
nicht zeigen konnte, da® es sich um ein wirkliches Hydrazon 
und nicht um eine einfache Salzbildung mit den Phosphor- 
siuregruppen des resultierenden Komplexes handelt.“ 

Die Bedenken Thannhausers sind auch hier unbegriindet. 

In dem erwihnten Kuppelungsprodukt zwischen Phenyl- 
hydrazin und der Thyminsiure reagiert das Phenylhydrazin 
nicht nach Art einer Ionenreaktion. Die freie Hydrazon- 
thyminsaure ist unléslich in Wasser und Mineralsiuren. Wenn 
dieser Kérper thyminsaures Phenylhydrazin wire, so miiBte er 
sich in Mineralsiuren lésen unter Entstehung von mineral- 
saurem Phenylhydrazin und freier Thyminsiure, die beide leicht 
léslich sind. 

Ks gibt aber einen ganz eindeutigen Beweis dafiir, daB 
das Phenylhydrazin an die Aldehydgruppen tritt, nur sind auch 
diese Versuche Thannhauser und Blanco unbekannt. Feul- 
gen und Voit?) hatten nimlich partiell gespaltene Kerne in 
mikroskopischen Priiparaten vor der Kinwirkung der fuchsin- 
schwefligen Séure in Phenylhydrazinlésung hineingetaucht: 
Die fuchsinschweflige Saiure lieferte dann keine Kernfairbung 
mehr, und aus diesem Versuch geht hervor, daB das Phenyl- 
hydrazin an die Gruppen getreten sein muf, welche die Re- 
aktion mit der fuchsinschwefligen Siure bewirken, also an die 
Aldehydgruppen. Im Anschlu8 an diese Versuche hatten 
eulgen und Voit gesagt: 

,oschon friiher hatten Feulgen und Landmann gezeigt, 
daB die durch partielle milde Hydrolyse aus der Thymonuclein- 
saure entstehende Thyminsiure imstande ist, sich mit 2 Mole- 
kiilen Phenylhydrazin zu Phenylhydrazonthyminsiiure zu_ver- 
binden, und wir kénnen heute die damals nicht mitgeteilte, 
aber eigentlich selbstverstiindliche Beobachtung hinzufiigen, 
daB nach Koppelung mit Phenylhydrazin die Thyminsiéure keine 
Firbung mit der fuchsinschwefligen Saure mehr gibt.“ 


*) R. Feulgen und K. Voit, Diese Zs. Bd. 136, S. 57 (1924). 
15* 
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Um die Richtigkeit dieser Angaben nachzupriifen, ist es 
nicht notwendig, die Kérper erst darzustellen, man kann auch 
die unten beschriebenen Reagenzglasversuche machen, ja man 
kann diese Versuche sogar, wie oben erwihnt, unter dem Mikro- 
skop an Zellkernen anstellen, ein Beweis fiir die elementare 
Durchfiihrbarkeit der Phenylhydrazinreaktion. 


Fiir die Reagenzglasversuche benutzen wir die in oben beschrie 
bener Weise hergestellte neutrale Lésung von _ ,,gespaltener“ Nuclein- 
siure und geben in zwei Reagenzgliser je 3 cem dieser Lésung. Beide 
Lésungen siuern wir zuerst mit 0,3 ccm 50°/,iger Essigsiure an. Jetzt 
versetzt man die eine Lésung mit 3 Tropfen einer Lésung von Pheny!- 
hydrazin in dem gleichen Volumen 50°/,iger Essigsiure und laBt dann 
beide Reagenzgliiser 24 Stunden stehen. Die Koppelung erfolgt nicht 
augenblicklich, sondern in der Kilte erst im Laufe einiger Stunden. 
Feulgen und Landmann arbeiteten daher in der Wirme. 

Zur Anstellung der Proben vermischt man wieder je 3 cem fuchsin- 
schweflige Siiture mit je 5 Tropfen der obigen Lésungen. Der Erfolg 
ist folgender: Die Lésung der gespaltenen Nucleinsiiure, die in Gegen- 
wart von Phenylhydrazin 24 Stunden gestanden hatte, gibt jetzt keine 
Reaktion mit fuchsinschwefliger Siure mehr, wiahrend die Li- 
sung, die zwar gleich lange, aber ohne Phenylhydrazin gestanden hatte, 
von der alten Wirksamkeit ist. Um zu zeigen, daB nicht etwa die blofe 
Gegenwart des Phenylhydrazins hemmend auf die Reaktion wirkt, kann 
man kurz vor Anstellung der Probe mit fuchsinschwefliger 
Siure auch der angesiuerten Liésung, die kein Phenylhydrazin ent- 
hilt, noch 3 Tropfen der Phenylhydrazinlésung zusetzen. Man hat so 
2 Glaser, die beiderseits dasselbe enthalten und der einzige Unterschied 
ist der, daB das eine Glas mit dem Phenylhydrazin 24 Stunden ge- 
standen hat, wihrend dem anderen das Phenylhydrazin erst kurz 
vor Anstellung der Reaktion mit fuchsinschwefliger Siiure zugesetz! 
worden war. 


Ubrigens verhiilt sich die Thyminsaure gegeniiber Aldehyd- 
reagenzien verschieden. Manche, wie das Phenylhydrazin, 
koppeln fest, wihrend andere leicht dissoziierende Verbindungen 
liefern, in welchem Falle es zur Ausbildung eines chemischen 
Gleichgewichts kommt. (Nicht veréffentlichte Versuche von 
Feulgen und Imhiuser.) Versetzt man beispielsweise eine 
Lésung von thyminsaurem Barium mit einer iquivalenten Menge 
von Thiosemicarbazid, so ist auch nach laingerem Stehen die 
Reaktion mit fuchsinschwefliger Siure nach wie vor vorhanden. 
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VergréBert man aber die Konzentration des Thiosemicarbazids, 
so wird die Reaktion mit fuchsinschwefliger Saiure schwicher, 
um in Gegenwart eines groBen Uberschusses von Thiosemi- 
carbazid fast ganz zu verschwinden. Fallt man aber eine 
solche viel Thiosemicarbazid enthaltende Lésung mit Alkohol 
und lést in Wasser, so gibt diese Lésung wieder die alte 
kriftige Reaktion mit fuchsinschwefliger Saure. Dieser Ver- 
such kann beliebig oft wiederholt werden. Da hier derselbe 
Zustand von beiden Seiten erreicht werden kann, so haben 
wir ein chemisches Gleichgewicht vorliegen. Natiirlich sind 
diese Versuche eine weitere Stiitze fiir die Anwesenheit einer 
Aldehydgruppe und fiir die Koppelung des Thiosemicarbazids 
mit dieser. 

DaB die Thyminsiure nach Behandeln mit oxydierenden 
Agenzien, wie ammoniakalischer Silberlésung und Brom keine 
Reaktion mit fuchsinschwefliger Siure mehr gibt, erscheint 
nach dem Gesagten selbstverstindlich und spricht gleichfalls 
fiir das Vorhandensein yon Aldehydgruppen. 











Uber chemische und kolloidchemische Verainderungen bei 
der Muskelermiidung und ihren biologischen Zusammenhang. 
. Von 
Gustav Embden und Hans Jost. 
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(Aus dem Institut fur vegetative Physiologie der Universitat Frankfurt, ) 


(Der Redaktion zugegangen am 1. Februar 1927.) 


Die Untersuchungen der letzten Jahrzehnte haben die 
Uberzeugung mehr und mehr gefestigt, daB zwischen den 
wihrend des Lebens stattfindenden chemischen und den kolloid- 
chemischen Vorgingen vielfache und unauflésliche wechsel- 
seitige Beziehungen bestehen. Besonders deutlich wird uns 
dies bewuBbt bei der Betrachtung der Muskelkontraktion, die 
als unmittelbar in die Augen fallende Kolloidzustandsinderung 
mit gesetzmiiBig sich vollziehenden chemischen Prozessen, dev 
Abspaltung von Phosphorsiure und der Bildung von Milch- 
siiure aus Lactacidogen verbunden ist. 

Mag man wie Hill und Meyerhof die Anschauung ver- 
treten, daB die im Kontraktionsmoment auftretende physikalische 
Zustandsinderung des Muskels auch im energetischen Sinne ein 
Korrelat der im gleichen Augenblick sich abspielenden exo- 
thermen Milchsiurebildung aus Kohlehydrat ist, oder mag man 
die wihrend der Zuckung freiwerdende Energie aus an sich 
exothermen Kolloidvorgingen herleiten, also die Entladung 
eines physikalischen Akkumulators annehmen, die innige Ver- 
flechtung, die durchaus wechselseitige Abhingigkeit zwischen 
kolloidchemischem und chemischem Geschehen tritt kaum 
irgendwo so deutlich wie gerade an der Muskulatur hervor. 
Fraglos sind es irgendwelche chemische Prozesse, welche den 
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als Verkiirzung in Erscheinung tretenden Kolloidvorgang aus- 
lésen; aber neuerlich vorgenommene Untersuchungen lassen 
unseres Krachtens keinen Zweifel dariiber, daB umgekehrt auch 
der Ablauf der Stoffwechselvorginge entscheidend von dem je- 
weiligen Zustande der Kolloide beeinfluBt wird. Nicht anders 
kann, wie wir glauben, die T'atsache erklart werden, daB der 
Lactacidogenwechsel des Muskels in seiner Richtung (ob Abbau 
oder Aufbau sich vollzieht) geradezu beherrscht wird durch 
die Natur der gleichzeitig vorhandenen Anionen und Kationen. 

Wir mochten hier nicht niiher eingehen auf die Zusammen- 
hinge, die zwischen den Kinzelphasen der Muskelkontraktion 
und der Wanderung, der Bildung und dem Verschwinden be- 
stimmter lonen zu bestehen scheinen, zumal das an andere? 
Stelle geschehen ist!) und die Anschauungen im einzelnen noch 
im lebhaftesten Flusse sind, sondern nur gleichsam als Kin- 
leitung zu einer lingeren Reihe von Untersuchungen, die sich 
teils mit chemischen, teils mit kolloidchemischen Vorgingen 
in der Muskulatur beschiftigen, hervorheben, daB die wechsel- 
seitige Beeinflussung des chemischen und des kolloidchemischen 
Geschehens, wobei durch die verschiedenartigsten chemischen 
Einwirkungen Kolloidzustandsianderungen, durch die letz- 
teren wiederum mannigfache chemische Prozesse ausgelést 
werden, uns als eine besonders wichtige, ja vielleicht als die 
am meisten charakteristische Kigenschaft der lebendigen Sub- 
stanz erscheint. 

Ganz entsprechend dieser Anschauung geht der innige 
Zusammenhang zwischen chemischem und _ kolloidchemischem 
Geschehen mit fortschreitendem Absterben mehr und mehr 
verloren. 

Diese Liésung des Zusammenhangs zwischen Kolloid- 
vorgangen und chemischen Prozessen lift sich wiederum be- 
sonders leicht gerade an der Muskulatur verfolgen, deren 
Fahigkeit zur Lactacidogensynthese unter bestimmten ionalen 
Bedingungen mit dem allmihlichen Erléschen der Lebens- 


*) Embden, Chemismus der Muskelkontraktion und Chemie der 
Muskulatur; Handbuch der normalen und pathologischen Physiologie 
Bd. VIII/1, S. 417 ff., Berlin 1925. 
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vorgange mehr und mehr abnimmt, wie Abraham und Kahn!) 
bei der Alterung von Brei aus frischer Muskulatur und Deu- 
ticke?) beim allmihlichen Absterben isolierter Froschmuskeln 
zeigen konnten. 

Die entscheidende Bedeutung, die der Fahigkeit zu eben 
dieser Synthese fiir die Erhaltung des Lebens zukommt, geht 
auch hervor aus den Ergebnissen kirzlich verdéffentlichter 
Untersuchungen, in denen dargetan wurde, daf solche Fisch- 
arten, welche rasch nach ihrer Entfernung aus dem Wasser 
— also unter anaeroben Bedingungen absterben, eine Mus- 
kulatur besitzen, welche die Fahigkeit zur Lactacidogensynthese 
auBerordentlich viel schneller einbiiBt als jene von unter den 
gleichen Bedingungen langere Zeit iiberlebenden Fischen.°) 

Wiederholt sind in den letzten Jahrzehnten chemische 
Prozesse, die zuerst beim Absterben der Muskulatur beob- 
achtet wurden, spiter als charakteristische und notwendige 
Begleiterscheinungen der Muskelkontraktion erkannt worden, so 
vor allem die Bildung von Milchsaéure, deren Auftreten beim 
Absterben des Muskels lange bekannt war, ehe Fletcher und 
Hopkins ihre grundlegenden Untersuchungen tiber die Milch- 
siurebildung bei der Muskeltatigkeit anstellten, so auch die 
Vermehrung der anorganischen Phosphorsiure, die zuerst im 
MuskelpreBsaft*) aufgefunden und erst spiter bei ermiidender 
Arbeit von Warmbliiter- und Kaltbliitermuskeln®) und vor 
allem bei der Einzelzuckung von Froschmuskeln*®) festgestellt 
werden konnte. Das gleiche gilt fiir die Ammoniakbildung, 








1) A. Abraham u. P. Kahn, Diese Zs. Bd. 141, 8. 161 (1924). 

*) H. J. Deuticke, Diese Zs. Bd. 149, 8S. 259 (1925). 

3) G. Embden, H.J. Deuticke, E. Lehnartz u. H. Perger, 
Diese Zs. Bd. 162, S. 155 (1927). — G. Martino, Diese Zs. Bd. 162, 

— §. 172 (1927). 

*) Embden, GrieBbach u. Schmitz, Diese Zs. Bd. 93, S. 1 
(1914). 

5) G. Embden, E. Schmitz u. P. Meincke, Diese Zs. Bd. 113, 
S. 10 (1921). — G. Embden u. H. Hentschel, Diese Zs. Bd. 151, S. 167 
(1926). 

6) G. Embden u. H. Lawaczeck, Biochem. Zs. Bd. 127, 8. 181 
(1922). 
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die als Absterbeerscheinung des Muskels laingst bekannt ist, 
als ein jede Muskeltitigkeit begleitender Vorgang aber erst 
vor ganz kurzer Zeit erkannt wurde.?) 

Die drei genannten Substanzen hiufen sich nach der 
Tatigkeit des isolierten Muskels mit zunehmender Ermiidung 
immer stirker an. 

Angesichts dieser Tatsachen lag es nunmehr nahe zu 
untersuchen, ob auch eine weitere, zunichst beim Absterben 
beobachtete Erscheinung, nimlich die gerade eben erwiihnte 
Minderung der Fihigkeit zur ional bedingten Hexosephosphor- 
siuresynthese bereits wihrend des Lebens, etwa nach er- 
miidender Muskeltiatigkeit, auftrite. Die Ausfiihrung derartiger 
Untersuchungen schien uns um so wichtiger, als wir von vorn- 
herein vermuteten, daB die von Abraham und Kahn sowie 
von Deuticke beim Absterben der Muskulatur beobachtete 
Minderung der Synthesefahigkeit auf Zustandsinderungen an 
den Begleitkolloiden des den Lactacidogenwechsel _ beherr- 
schenden Fermentsystems zuriickzufiihren wiire. 

Die im Nachfolgenden zu schildernden Versuche wurden 
gréBtenteils bereits vor etwa 2 Jahren ausgefiihrt und einige 
der damals gewonnenen Ergebnisse sind ganz kurz schon friiher 
veroffentlicht worden.”) 


Methodik. 


Die Versuche wurden teils an isolierten Froschmuskeln, teils an 
lebenden Fréschen ausgefiihrt. In den Versuchen am isolierten Muskel 
wurden entweder die beiderseitigen Gastrocnemien oder die beiden Semi- 
membrandsen~ verarbeitet. Die von jeweils 10 Fréschen stammenden 
Muskeln der einen Seite wurden — in Kopyloffgefiben an Platin- 
elektroden aufgehingt — mit 60 Einzelinduktionsschligen in der Minute 
bei einer Belastung mit 20g direkt gereizt. Wiihrend der Reizung 
wurde langsam der Rollenabstand des Induktoriums verringert und nach 
20 Minuten, zu welcher Zeit stets stiirkste Ermiidung eingetreten war, 





) G. Embden, Vortrag auf der 89. Versammlung Deutscher Natur- 
forscher und Arzte, Diisseldorf (1926). Siehe auch eine nachfolgende 
Arbeit von Embden u. Riebeling. 

*) G. Embden, Chemismus der Muskelkontraktion, Handb. d. norm. 
u. path. Physiol. VIII/1, S 435ff. — G. Embden u. H. Jost, Deutsche 
med. Wochenschr. Jg. 51, 8S. 636 (1925). 
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der Versuch unterbrochen. Die von den gleichen Fréschen stammenden 
Muskeln der anderen Seite waren bis zu diesem Zeitpunkt an Glas- 
hikchen in kleinen Erlenmeyerkélbchen hingend aufbewahrt worden, 
wobei ebenso wie in den bei der Reizung benutzten KopyloffgefaBen 
jeder stiirkere Wasserverlust der Muskeln durch mit Ringerlésung be- 
feuchtetes Filtrierpapier verhiitet wurde. 

Die simtlichen Arbeitsmuskeln einerseits und die siimtlichen Ruhe- 
muskeln andererseits wurden jeweils gemeinsam mit der Schere auf 
einer von unten mit Eis gekiihlten Glasplatte so rasch und griindlich 
wie méglich zerschnitten. Die Zerkleinerung beanspruchte nur wenige 
Minuten. Nunmehr wurde der griindlich durchmischte Muskelbrei in 
sechs ungefihr gleiche Portionen, deren GréBe meist zwischen 0,6 und 
0,8 g lag, abgeteilt. Zur genauen Ermittlung ihres Gewichtes wurden 
die einzelnen Anteile in mit Schliffdeckeln versehene hohe Wiegegliischen 
verbracht, welche mit je 6 cem der Versuchsfliissigkeit beschickt und 
danach analytisch gewogen waren. Um einen bei allen Einzelversuchen 
moglichst gleichzeitigen Beginn der Einwirkung der Versuchfliissigkeit 
zu erzielen, wurde der Brei zunichst oberhalb der Flissigkeiten, ohne 
mit diesen in Beriihrung zu kommen, an die Glaswand angeklebt, und 
erst nach Beschickung siimtlicher GefiBe praktisch gleichzeitig durch 
Schiitteln in die Fliissigkeit versenkt und méglichst fein verteilt. Jetzt 
erst wurden die Gefii8e zuriickgewogen, und das Gewicht jeder Einzel- 
portion als Differenz der beiden Wigungen ermittelt. 

Eine Portion wurde in Salzsiiure von 4°/, versenkt und diente zur 
Ermittlung der sofort vorhandenen Phosphorsiiure (A-Wert). In einer 
zweiten Portion wurde die nach 2 stiindigem Stehen des Muskelbreies 
bei 45° vorhandene Menge Phosphorsiure bestimmt. Als Zusatzfliissigkeit 
diente hier 2°/,ige Natriumbicarbonatlésung (B-Wert). 

Die tibrigen Ansiitze blieben wihrend 3 Stunden bei einer Wasser- 
badtemperatur von 17—18° in Lésungen stehen, welche siimtlich 0,4°/, 
Glykogen und 2°/, Natriumbicarbonat enthielten. Einer dieser Ansiitze 
(Versuch C) erhielt keinen weiteren Zusatz, wihrend die zu den drei 
iibrigen Ansiitzen benutzten Fliissigkeiten Natriumfluorid in den Kon- 
zentrationen m/2, m/10 und m/80 enthielten (Versuche D).') 


Das Ergebnis von vier derartigen Versuchen ist in Tab. | 
zusammengestellt, in welcher die Vertikalreihe 1 die nétigen 
Aufschliisse iiber die verwendeten Frésche und Muskeln liefert. 
Die an den Arbeitsmuskeln erhaltenen Ergebnisse sind jeweils 
in der oberen, die an den Ruhemuskeln gewonnenen in der 
unteren Horizontalreihe wiedergegeben. Bei der Betrachtung 


*) Die Unterbrechung der Versuche geschah durch Fallung nach 
Schenck in der friiher dfters geschilderten Weise. 
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der Vertikalreihe 2 sieht man ohne weiteres, daB die Menge 
der sofort vorhandenen Phosphorsiure (A-Wert) in den Arbeits- 
muskeln wesentlich héher als in den Ruhemuskeln ist, was 
ganz mit den Ergebnisse einer friiher von Embden und 
Hentschel?) veréffentlichten Untersuchung iibereinstimmt. 

Das Umgekehrte ist in der Mehrzahl der B-Versuche der 
Fall, das heiBt, die Lactacidogenspaltung, die bei 2 stiindiger 
Exposition von Brei aus Ruhemuskeln vollstindig erfolgt, ist im 
Brei aus Arbeitsmuskeln gehemmt. Es kann nach den von 
Deuticke’) erhaltenen Ergebnissen wohl kein Zweifel dariiber 
bestehen, daB diese Unvollstandigkeit der Lactacidogenspaltung 
auf einer Hemmungswirkung der die Lactacidogensynthese be- 
giinstigenden Anionen der wihrend der Tiatigkeit gebildeten 
Milchsiiure beruht. Diese Synthesebegiinstigung durch Milch- 
siiureanionen tritt iibrigens in drei der am Brei aus Arbeits- 
muskeln vorgenommenen C-Versuche unmittelbar hervor, in 
denen, wie oben erwihnt, der Brei in einer Lésung, von 0,4°/, 
Glykogen und 2°/, Natriumbicarbonat bei 18° 3 Stunden stehen 
blieb. Mit Ausnahme des Versuches 3 trat nimlich bei den 
Arbeitsmuskeln eine zum Teil sehr betrichtliche Verminderung 
der urspriinglich yorhandenen Phosphorsiure ein, wihrend bei 
den Ruhemuskeln iiberall das Umgekehrte der Fall war. 

Aus den Vertikalreihen 5—7 ist ersichtlich, daB aus- 
nahmslos der nach 3stiindigem Stehen in Fluoridlésung ver- 
schiedener Konzentration erreichte Phosphorsiiureendwert in 
den Arbeitsmuskeln héher als in den Ruhemuskeln ist, das 
heiBt, die durch Natriumfluoridzusatz bedingte Hexosediphosphor- 
siiuresynthese vollzieht sich im Brei aus Muskeln, die bis zu 
starker Ermiidung gearbeitet haben, weitaus schlechter als bei 
den entsprechenden Ruhemuskeln. In der iiberwiegenden Mehr- 
zahl ist auch die Menge der als Differenz des A-Wertes und 
des Endwertes berechneten Phosphorsiiure geringer als am 
Ruhemuskel. Schon hieraus geht hervor, daB das geringere 
Absinken der Phosphorsaure in den Fluoridversuchen nicht etwa 
durch die héheren Phosphorsiureanfangswerte bedingt war. 


1) G@. Embden u. H. Hentschel, vgl. Anm. 5, S. 226. 
*) H. J. Deuticke, Diese Zs. Bd. 141, S. 196 (1924). 
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Die gleiche Minderung der Synthesefahigkeit wie im Fluorid- 
versuch l&Bt sich iibrigens auch bei Verwendung eines synthese- 
begiinstigenden Kations, niimlich des Ca-lIons, nachweisen. Ein 
derartiger Versuch ist in Tab. Il wiedergegeben, deren An- 
ordnung im wesentlichen die gleiche wie bei Tab, I ist. 


Auch die Ergebnisse der A-, B- und C-Versuche sind den 
eben beschriebenen sehr ahnlich. Die Expositionszeit wurde 
entsprechend der bereits von Lange’) gemachten Erfahrung, 
daB das Maximum der Calciumwirkung weitaus friiher als das 
der Fluoridwirkung erreicht wird und daf alsdann eine Wieder- 
abspaltung von Phosphorsiure erfolgt, auf 45 Minuten be- 
schrankt. 

In den Versuchen mit m/2-, m/5-, m/10- und m/100-Cal- 
ciumchloridlésung ist der erreichte Phosphorsiureendwert bei 
den Arbeitsmuskeln héher als bei den Ruhemuskeln, wobei 
die Unterschiede von der m/5-Lésung ab mit sinkender Ca- 
Konzentration abnehmen. In m/50-Lésung ist eine kleine, fast 
innerhalb der Fehlergrenze liegende Differenz in der umge- 
kehrten Richtung vorhanden. Dies Ergebnis ist wohl sicher 
auf die Anwesenheit reichlicher Milchsiuremengen im Arbeits- 
muskel zuriickzufiihren, deren Vorhandensein nach Versuchen 
von Margarete Zimmermann’) bei den in Frage kommen- 
den Ca-Konzentrationen eine sehr betriachtliche Verstirkung 
der Synthese hervorruft. *) 


In den bisherigen Versuchen wurden stets stark ermiidete 
Muskeln untersucht. Setzt man die Reizung nicht bis zu 
irgend stiirkerer Ermiidung fort, so tritt auch bei Reizzahlen, 
die nach vielfiltigen Erfahrungen schon zu reichlicher Milch- 
siurebildung fiihren, keinerlei Minderung der Synthesefahigkeit 
ein. Kin solcher Versuch ist in Tab. III wiedergegeben. Hier 





') H. Lange, Diese Zs. Bd. 137, S. 105 (1924). 

*)M. Zimmermann, zitiert nach G. Embden, Chemismus d. 
Muskelkontraktion usw., Hdb. d. norm. u. path. Physiol. VIII/1, S. 424. 

*) Auch aus diesem Grunde ist fiir die Priifung der Synthese- 
fihigkeit der Muskulatur Zusatz von Fluorid demjenigen von Calcium- 
chlorid entschieden yvorzuziehen. 
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Tabelle UL. 





14. 10. 
1924 





1 2 gs | 4 5 | 6 
A B C D 
het hee Mates 2 ong] 3 Std. exponiert bei 18° in Li. 
und Muskeln SaS] sungen von 0,4°/) Glykogen, 
DAS 2,0°/, NaHCO, und 
oye | z 


— + m/2-NaF | m/10-Nak 


10 Arbeits- 
0,312 | 0,388 | 0,297 0,088 0,084 °/, 














6 Is muskeln 
Gastroen, 1° Ruhe- | 399 | 0.381 10,315 0,088 0,084 °), 
muskeln 


wurden die Muskeln wihrend 3 Minuten mit insgesamt 180 
stark wirksamen Induktionsschlagen gereizt. 

Die Vermehrung der Phosphorsiiure im sofort verarbeiteten 
Muskelbrei, Vertikalreihe 2 (A-Wert), ist in diesem Falle trotz 
der Kiirze der Reizperiode schon ganz deutlich, die Spaltung 
im B-Versuch aber noch nicht gehemmt. Das im C-Versuch 
bei den Arbeitsmuskeln eintretende Verschwinden von Phos- 
phorsiiure darf auch hier wohl sicherlich als Ausdruck dafiir 
angesehen werden, daB bei der Tatigkeit eine erhebliche Milch- 
siurebildung eingetreten war. In den Fluoridversuchen — es 
kam nur die m/2- und m/!0-Lésung zur Verwendung — sinkt 
der Phosphorsiuregehalt im Arbeits- und Ruhemuskel auf die 
gleichen Werte ab. 

Nur kurz erwihnt sei ein weiterer Versuch, in dem nach 
einmaliger tetanischer Reizung von Gastrocnemien nicht nur 
keine Abschwiichung, sondern eine Verstirkung der Synthese 
in Fluorid auftrat. Die einmalige 2 Minuten anhaltende Te- 
tanisierung hatte hier zu einer betrichtlichen Verminderung 
der anorganischen Phosphors&ure gefiihrt.') In m/2- und m/10- 
Natriumfluoridlésung sank der Phosphorsiiuregehalt in den 
Arbeitsmuskeln weitaus stirker alsin den Ruhemuskeln, waihrend 


1) An Semimembranosen haben Embden und Hentschel, Diese 
Zs. Bd, 151, S. 180 (1926) nach kurz dauernder Tetanisierung ebenfalls 
Verminderung der Phosphorsiiure gefunden. 
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in m/80-Lésung ein geringfiigiger Unterschied in der umge- 
kehrten Richtung vorhanden war. Wir wollen auf das Ergebnis 
dieses Versuches vor seiner Wiederholung nicht niher ein- 
gehen. 

Die bisher besprochenen Versuche beweisen in ihrer Ge- 
samtheit, daf stark ermiidende Titigkeit isolierter Muskeln zu 
der gleichen biologischen Veriinderung des aus ihnen gewonnenen 
Muskelbreies fiihrt, wie sie beim Absterben der Muskulatur 
beobachtet wird. In beiden Fallen kommt es nimlich zu einer 
starken Verminderung der Fiahigkeit, in mit Bicarbonat ge- 
pufferter, glykogenhaltiger Fluoridlésung den Aufbau von Hexose- 
diphosphorsaure zu vollziehen. | 

Wenn auch die eben erwihnte Tatsache in allen bis zu 
starker Ermiidung fortgesetzten Versuchen am isolierten Muskel 
ganz tibereinstimmend festgestellt wurde, so erschien es den- 
noch nicht ohne weiteres berechtigt, die Verminderung der 
Synthesefahigkeit als eine Teilerscheinung der normalen Muskel- 
ermiidung anzusehen. Denn nach stark ermiidender Reizung, 
wie wir sie in unseren Versuchen anwandten, findet eine 
vollige Restitution isolierter Muskeln niemals mehr statt. Viel- 
mehr wird der Eintritt der Totenstarre und des Todes durch 
so hochgradige Erschépfung bekanntlich erheblich beschleunigt. 
Gegen die bisher geschilderten Versuche lieB sich also mit 
Recht der Kinwand erheben, daB die Minderung der Fihigkeit, 
Hexosediphosphorsiure aufzubauen, nicht als der Ausdruck 
eines seinem Wesen nach reversiblen Ermiidungsvorganges, 
sondern als Absterbeerscheinung, also eines irreversiblen Pro- 
zesses aufzufassen wire. 

Ks wurde daher nach einer Versuchsanordnung gesucht, 
die den Nachweis der verminderten Synthesefihigkeit ohne 
irreversible Schidigung, d. h. bei hochgradiger normaler Er- 
miidung gestattet, und es gelang ohne weiteres, eine solche in 
der einseitigen, stark ermiidenden Reizung des Gastrocnemius 
am lebenden Tier zu finden. 

Wurden die verwandten Frésche sofort nach der Reizung 
getotet, so zeigte der ermiidete Gastrocnemius verminderte 
Synthesefihigkeit, erholten sich die Tiere aber wahrend einer 
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Reihe von Stunden, so erfolgte weitgehende, ja nach ausreichend 
langer Erholung vollstandige Restitution des Synthesevermégens. 


Die Versuchsanordnung war folgende: 


5—6 Temporarien, meist kriiftige Winterfrésche, wurden mit 2 em 
breitem Bande auf yeeigneten Froschbrettern aufgebunden und mit diesen 
in senkrechter Stellung an einer Stativvorrichtung befestigt. Dann 
wurden die Hinterschenkel durch um die Fufgelenke gelegte Band- 
schlingen mit einem Gummizuge verbunden und durch diesen bei einem 
derartigen Spannungsgrade gestreckt gehalten, daB sie gerade noch von 
den Tieren willkiirlich bewegt werden konnten. 


Die Reizung des Muse. gastrocnemius erfolgte indirekt durch eine 
stabile Doppelelektrode, die sich in jeder Stellung am Stativ fixieren 
lieB, und deren Pole etwa 4mm voneinander entfernt leicht in den 
Sulcus ischiadicus eingedriickt wurden. Auf diese Weise konnten wir 
am lebenden Frosch den Nervus ischiadicus durch die unversehrte Haut 
hindurch reizen und so den Muse. gastrocnemius einer Seite bei geeig- 
neter Lage der Elektrode fast ohne stirkere Beteiligung der iibrigen 
Muskulatur der gleichen Seite zur Kontraktion bringen. Reflektorische 
Mitbewegungen der nicht gereizten Seite konnten dadurch weitgehend 
eingeschriinkt werden, da8 die Reizstirke so gering wie zur Erzielung 
maximaler Kontraktionen gerade nétig, gewiihlt wurde. 


Die Aufbindung der Frésche und insbesondere die Befestigung des 
Gummizuges an den Fu8gelenken muBten mit besonderer Sorgfalt aus- 
gefiihrt und andauernd iiberwacht werden, um einerseits alle Zirkulations- 
stérungen zu vermeiden und andererseits die unverriickte Lage der Elek- 
troden zu gewiihrleisten. 


Gereizt wurde ebenso wie in den Versuchen am isolierten Muske! 
mit 60 Einzelinduktionsschligen pro Minute. 


Zu Beginn des Versuches zeigte der sich stark kontrahierende 
Gastrocnemius eine intensive Verhiirtung, die aber nach und nach ab- 
nahm. Der Rollenabstand des Induktoriums wurde dann immer wieder 
bis zu maximaler Kontraktion des Gastrocnemius vermindert. Die Rei- 
zung wurde bis zur Dauer von 5 Stunden ausgedehnt. SchlieBlich war 
bei den lebenden Ticren wohl hochgradige Ermiidung, nie aber vdllige 
Erschépfung der gereizten Gastrocnemien festzustellen. 


Nach Schlu8 der Reizperiode wurde ein Teil der Frische sofort 
getdtet, die Gastrocnemien mit der Schere zerkleinert, und der aus den 
Arbeitsmuskeln einerseits und den Ruhemuskeln andererseits gewonnene, 
gut durchgemischte Brei zu gleichen Ansiitzen wie bei der Versuchs- 
anordnung an isolierten Muskeln verwendet. 

Mehrere der gereizten Frésche erholten sich bis zum anderen Tage 
bei Zimmertemperatur und wurden dann ebenfalls getiétet. Die Gastro- 
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cnemien der gereizten und der ungereizten Seite wurden nun in gleicher 
Weise wie die der sofort getéteten Tiere auf ihre Synthesefihigkeit 
untersucht. 

In Tab. IV ist eine gréBere Anzahl von solchen Versuchen 
an lebenden Fréschen zusammengestellt. Aus den Vertikal- 
reihen 1—4 gehen die notwendigen Angaben iiber die Aus- 
fihrung der einzelnen Versuche hervor. 


In den Versuchen 7 und 8 wurden die Muskeln nur un- 
mittelbar nach der Arbeit untersucht. Man sieht, daB hier die 
sofort vorhandene Phosphorsiuremenge (A-Wert) in den Arbeits- 
muskeln erheblich gesteigert ist. Kine merkliche Hemmung 
der Phosphorsiureabspaltung im B- Versuch ist ebensowenig 
wie in mehreren der folgenden Versuche nachweisbar. Die 
Ursache fiir diese Abweichung des Verhaltens von dem in 
den Versuchen an isolierten Muskeln beobachteten liegt in 
dem weiter unten zu erérternden geringen Milchsiuregehalt 
der Arbeitsmuskeln. In Versuch 7 fand im Gegensatz zu 
simtlichen Versuchen an isolierten Muskeln im Glykogen- 
Bicarbonatversuch (C) am Arbeitsmuskel keine Verminderung, 
sondern eine Vermehrung der Phosphorsiure statt. 

Die Fahigkeit zur Synthese von Hexosediphosphorsaure 
ist bei den sofort nach der Arbeit getéteten Tieren in den 
Arbeitsgastrocnemien gegeniiber den Ruhegastrocnemien ganz 
erheblich vermindert, wie aus den Vertikalreihen 8—10 hervor- 
geht. Die hier angegebenen Zahlen sind iibrigens fiir die 
Arbeitsmuskeln nicht aus den unmittelbar bei der Analyse ge- 
fundenen Werten berechnet, sondern sie erfuhren eine zum 
direkten Vergleich mit den Ruhemuskeln notwendige Umrechnung. 
Stets zeigten niimlich die Arbeitsmuskeln, wie aus jedesmal 
vorgenommenen ‘T'rockenbestimmungen hervorging, unmittelbar 
nach der Arbeit eine erhebliche Zunahme des Wassergehaltes 
gegeniiber den Ruhemuskeln. Die aus dem Mehrgehalt berechnete 
Gewichtszunahme der Arbeitsmuskulatur — in °/, des Gewichtes 
der Ruhemuskeln berechnet — geht aus Stab 11 hervor. Die 
samtlichen in den Stiiben 5 und 10 angegebenen Analysenresultate 
sind also fiir die Arbeitsmuskeln auf eine Muskulatur mit 


dem Wassergehalt der Ruhemuskeln umgerechnet und daher 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie., CLXV. 16 
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die Zahlen fiir beide Muskeln unmittelbar miteinander ver- 
gleichbar. 


In den Versuchen 9—16 wurde nach Reizung einer gréBere: 
Anzahl von Fréschen der gleichen Sendung ein Teil der Tiere 
sofort nach Abschlu8 der Arbeitsperiode, ein anderer Teil erst 
nach 9—24stiindiger Erholungszeit getiétet. Wie man sieht, 
ist ebenso wie in den bereits besprochenen Versuchen 7 und & 
iiberall nach der Arbeit der A-Wert der Phosphorsiure er- 
heblich gesteigert, und die Synthese von Hexosediphosphorsaure 
erfolgt im Brei aus Arbeitsgastrocnemien in auberordentlich 
viel geringerem Mabe als in dem aus Ruhegastrocnemien. 

An den erholten Tieren ist durchweg weitgehende, in der 
Mehrzahl der Versuche sogar vollstiindige Restitution des Syn- 
thesevermégens eingetreten. Wir sehen ferner, da in jenen 
Erholungsversuchen, in denen diese Restitution keine ganz 
volistiindige ist, der A-Wert der erholten Arbeitsmuskeln hoher 
als derjenige der Ruhemuskeln liegt (vgl. Versuch 9, 11 und 14 
wahrend bei vollstindiger Wiederherstellung des Synthese- 
vermégens die A-Werte der erholten Arbeitsmuskeln denjenigen 
der Ruhemuskeln gleich oder etwas niedriger als die Ruhe- 
muskelwerte sind (vgl. Versuch 10, 12, 18, 15 und 16). Als Bei- 
spiel eines Versuches mit vollkommener Wiederherstellung des 
Synthesevermégens ist Versuch 10 in nebenstehender Figur 
graphisch dargestellt. 

Auch die Unterschiede im Wassergehalt sind wihrend der 
Erholung vollig oder nahezu véllig verschwunden. In den dies- 
beziiglichen Angaben der Spalte 11 sind nur die ganzen Pro- 
zente') angegeben. Fiir die erholten Arbeitsmuskeln wurde 
die Gewichtszunahme gegeniiber den Ruhemuskeln als 0 be- 
zeichnet, wenn die Differenz kleiner als 0,5°/,, als 1, wenn 
sie zwischen 0,5 und 1 gelegen war. Hoéhere Gewichtsunter- 
schiede als 1°/, wurden an den erholten Arbeitsmuskeln nicht 
beobachtet. 

Vergleicht man die an den Ruhemuskeln unmittelbar nach 


') Bei der Berechnung der Analysen wurden natiirlich die genauen 
Zablen zugrunde gelegt. 
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Versuch 40. TS 
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der Arbeit und nach der Erholung gefundenen Werte, so sieht 
man meist eine weitgehende Ubereinstimmung. Es war also 
an den nicht gereizten Muskeln trotz ihrer zum Teil nicht 
unerheblichen Mitbewegungen keinerlei Minderung der Syn- 
thesefiihigkeit eingetreten. In einigen Fallen aber, nimlich in 
den Versuchen 12 (Stab 8 und 9), 14 (Stab 8), 15 (Stab 8, 9 
und 10) synthetisiert auch die Muskulatur auf der nicht ge- 
reizten Seite nach der Erholung ein wenig besser als unmittel- 
bar nach der Tatigkeit. Wir miissen die Frage unentschieden 
lassen, ob in diesen Versuchen die reflektorischen Mitbewe- 
gungen der nicht gereizten Gastrocnemien schon eine gewisse 
Minderung der Synthesefahigkeit herbeigefiihrt hatten, oder ob 
an der erholten Muskulatur die Synthesefahigkeit gesteigert war. 

Im ganzen geht jedenfalls aus den Versuchen der Tab. 1V 
hervor, daB die gleiche Verminderung der Synthesefihigkeit, 
wie sie nach direkter Reizung der isolierten Muskeln zur Beob- 
achtung gelangt, auch nach stark ermiidender indirekter Rei- 
zung am lebenden Tiere auftritt, vor allem aber, daB nach 
ausreichender Erholungszeit das urspriingliche Synthesevermégen 
vollig wiederhergestellt wird. Demnach diirfen wir mit 
Bestimmtheit die Verminderung der Synthesefihig- 
keit nach ermiidender Reizung als eine T'eilerschei- 
nung des normalen Ermiidungszustandes auffassen, 
welche ebenso wesentlich, ja vielleicht wesentlicher 
sein dirfte als die gleichzeitige Verminderung des 
Lactacidogens, und die, wie wir noch sehen werden, 
keineswegs der Ermiidung notwendig zugeho6rige Ver- 
mehrung der Milchsa&ure. 

Aus einer nachfolgenden Arbeit H. J. Deutickes‘) geht 
hervor, daB die Verminderung der Synthesefihigkeit nach er- 
schépfender Tiatigkeit in engem ursichlichem Zusammenhang 
mit bestimmten wohlcharakterisierten Léslichkeitsveriinderungen 
von MuskeleiweiBkérpern — also mit Kolloidzustandsinderungen 


1) Siehe auch die Vortriige des genannten Autors auf dem XII. Inter- 
nationalen PhysiologenkongreB, Stockholm 1926 (S. 40 des Berichtes), 
und auf der 89. Versammlung Deutscher Naturforscher und Arzte, Diissel- 
dorf 1926 [Ber. iiber die gesamte Physiologie Bd. 38, S. 157 (1926). 
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an denselben — steht. Die nach stark ermiidender Muskel- 
tiitigkeit auftretende Verminderung der Fahigkeit zur ional 
bedingten Synthese von Hexosediphosphorsiure ist nach den 
Untersuchungsergebnissen Deutickes in ganz ihnlicher Weise 
auf Kolloidzustandsinderungen zuriickzufiihren wie die friiher 
im hiesigen Institut beobachtete Vermehrung der Phosphor- 
siureausscheidung') des isolierten Muskels nach der Tatigkeit 
und wie die an jede Muskelarbeit sich anschlieBende Steigerung 
der Atmung.”) Jedoch handelt es sich bei den letztgenannten 
Erscheinungen allem Anschein nach um Kolloidverainderungen 
innerhalb der sarkoplasmatischen Grenzschichten, in unserem 
Falle aber um solche an intrafibrilliren Kolloiden, an jenen 
Kolloiden also; deren Zustand nach friiher geauBerten An- 
schauungen fiir den jewetligen Ablauf des Lactacidogenwechsels 
entscheidend ist. 

Gegen die eben gegebene Deutung unserer Versuche kénnte 
man den Kinwand erheben, dab die reversible Verminderung 
der Synthesefihigkeit nach ermiidender Arbeit nicht auf einer 
Verinderung der das Ferment des Lactacidogenwechsels be- 
gleitenden ionenempfindlichen Kolloide, sondern auf einer 
Schadigung des Fermentes selbst beruhte. Unter der Voraus- 
setzung, daB die Spaltung der Hexosephosphorsiure in Phos- 
phorsiure und Hexose und der Aufbau der Hexosephosphor- 
siure aus den beiden Komponenten durch ein und das- 
selbe Ferment erfolgt, einer Voraussetzung, deren Richtigkeit 
auch durch neuerlich von Meyerhof?) veréffentlichte Unter- 
suchungen, wie wir glauben, keineswegs erschiittert wird, griffen 
wir diese Frage experimentell an. Wir untersuchten namlich, 
ob ebenso wie die Fahigkeit zur Synthese von Hexosediphos- 
phorsiure auch jene zur Spaltung der letzteren Substanz durch 
ermiidende Muskeltitigkeit im Sinne einer Minderung beein- 
fluBt wird. 

Zwei derartige Versuche, fiir die die reversible Vermin- 
derung der Synthesefihigkeit bereits in Tabelle IV (Ver- 


1) G. Embden u. E. Adler, Diese Zs. Bd. 118, S. 1 (1922). 
*) G. Embden u. H. Lange, Diese Zs. Bd. 125, S. 258 (1923). 
*) Meyerhof, Biochem. Zs. Bd. 178, S. 462 (1926). 
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Tabelle V. 

















1 2 3 4 a) 6 7 8 
B 2Stdn./45° in 
2°/jig. NaHCO, Zugesetzte 
aed mit Zu- | Menge He- 
Nr. und theo Art der Zeitpunkt ee gia A satz von xosediphos- 
Datum |“) S| Reizung der Ansiatze ere ohne |Hoxosedi- phorsiure 
Frésche Ruhemuskeln Zusatz | ; 
phosphor-} in Prozent 
| siure |des Muskels 
. oe ; Bytes ; ee. °lo lo | lo [| oe 
( 5T ¢ 5 Stdn. sofort nach | Arbeitsmuskeln | 0,363 0,438 0,611 0,193 
12 | 60 Schl./Min.]| der Reizung | Ruhemuskeln | 0,325] 0,428 0,562 0,193 
15. 2. ' An erholten Tieren | 
aia 5T gt nach 16stdg. | Arbeitsmuskeln | 0,298] 0.393 | 0,576 0,193 
Erholung Ruhemuskeln | 0,315] 9 379 0,561 0,193 
5T ¢ 5 Stdn. sofort nach | Arbeitsmuskeln | 0,317 0,373 0,672 0,378 
‘ 60 Schl./Min.} der Reizung | Ruhemuskeln | 0,307 0,383 0,646 0,378 
20.2. An erholten Tieren 
se iT ¢ nach 24stdg. | Arbeitsmuskeln | 0,298 ne — _— 
Erholung Ruhemuskeln | 0,294 ne _ —_ 
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such 12 und 13) gezeigt wurde, sind in der Tabelle V zu- 
sammengestellt. Man sieht, daB unter den Bedingungen des 
B-Versuches, d.h. nach zweistiindigem Aufenthalt bei eine 
Temperatur von 45° in zweiprozentiger Bicarbonatlésung bei 
den Ruhemuskeln die Phosphorsiure auf 0,428°/, und bei der 
Arbeitsmuskeln auf 0,438°/, angestiegen ist. Nach der Kr- 
holung betrugen die entsprechenden Werte 0,379 und 0,393°/,. 
Wurde zu jedem einzelnen B-Ansatz eine mit Natronlauge 
neutralisierte Hexosediphosphorsiurelésung in solcher Menge 
hinzugefiigt, daB sie auf die verwandte Muskulatur als Phos- 
phorséure berechnet 0,193°/, betrug, so trat dadurch iiberall! 
eine starke Steigerung der anorganischen Phosphorsiure tiber 
den B-Wert hinaus ein. Diese Mehrbildung geht aus Stab 9 
der Tab. V hervor. Sie betrug am Arbeitsmuskel unmittelbar 
nach der Reizung 0,173°/, und war am entsprechenden Ruhe- 
muskel erheblich geringer. Der Arbeitsmuskel spaltete von 
-der theoretisch méglichen Phosphorsiuremenge 89,6°/,, der 
Ruhemuskel 69,4°/, ab. Ging eine sechzehnstiindige Er- 
holungsperiode voraus, so wurde die zugesetzte Hexosediphos- 
phorsiuremenge noch etwas vollstindiger als unmittelbar nach 
der Tatigkeit und von Arbeits- und Ruhemuskulatur in ganz 
gleichem MaBe gespalten. ine ebenfalls starkere Spaltung 
zugesetzter Hexosediphosphorsiure durch die Arbeitsmuskulatur 
unmittelbar nach der Arbeit wurde in Versuch 13 gefunden, 
in dem ein wesentlich héherer Zusatz von Hexosediphosphor- 
siure erfolgte. Von 0,378°/, als Hexosediphosphorsiure zu- 
gesetzter Phosphorsiure spalteten die Arbeitsmuskeln hie: 
0,299°/,, die Ruhemuskeln 0,263°/,, also 79,1°/, baw. 69,6°%, 
der zugesetzten Menge ab. 

Mit der beobachteten Verstiirkung der Spaltungsfaihigkeit 
fir Hexosediphosphorsiure bei gleichzeitiger Verminderung der 
Synthesefihigkeit stimmt die Annahme ausgezeichnet iiberein. 
daB Aufbau und Abbau des Lactacidogens durch ein und das- 
selbe Ferment erfolgen. 

Neben den im Vorangehenden geschilderten Versucheu 
haben wir in einer Reihe von Fallen auch Milchsaiure- und 
Glykogenbestimmungen ausgefihrt. 








244 


Gustav Embden und Hans Jost, 


Tabelle VI. 
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Methodik. 

Zur Vorbereitung simtlicher Milchsiiure- und Glykogenbestimmungen 
wurden die Muskeln in fliissiger Luft zerfroren und dann in friiher ge- 
schilderter Weise weiterverarbeitet. Die Technik der Milchsiiure- und 
Glykogenbestimmungen war die im hiesigen Institut tibliche. [Fiir die 
Milchsiiurebestimmung siehe H. Hirsch-Kauffmann!') und G. Emb- 
den’), fiir die Glykogenbestimmung siehe J. Weber.’)] 

Von den in der Tab. VI wiedergegebenen Ergebnissen, 
bei denen ebenso wie friiher die Berechnung unter Zugrunde- 
legung des Trockengehaltes der Ruhemuskeln erfolgte, sind 
die Phosphorsiiurebestimmungen des Versuches 17 bereits oben 
in den Tabellen IV und V, in denen dieser Versuch als 12 
bezeichnet ist, nochmals aufgefiihrt; sie sind deshalb in Tab. VI 
eingeklammert. Die in den Versuchen 18, 19 und 20 aus- 
gefiihrten A- und B-Phosphorsiiurebestimmungen bieten gegen- 
iiber den friiher mitgeteilten keine Besonderheiten, nur ist es 
auffallig, daB in dem wihrend des Sommers angestellten Ver- 
such 19 der A-Wert der Arbeitsmuskeln nach Erholung der 
Frésche nicht abgesunken ist, worin ein Hinweis auf sehr un- 
vollkommene Erholung liegen diirfte. Die Durchfiihrung unserer 
Versuche stieB iiberhuupt bei der geringeren Resistenz der 
Frésche in den Sommermonaten auf erheblich gréBere Schwie- 
rigkeiten als wihrend des Winters. Mit der von vorn- 
herein geringen Synthesefihigkeit der Muskulatur der Sommer- 
frésche und ihrer weiteren starken Abnahme nach anhaltender 
Reizung diirften iibrigens die bekannten Schwierigkeiten phy- 
sidlogischer Untersuchungen an Froschmuskeln wihrend des 
Sommers in ursiichlichem Zusammenhang stehen (s. auch Ver- 
such 14, Tab. IV). 

In Stab 7 sind die Ergebnisse der Milchsiurebestimmungen 
wiedergegeben. Man sieht, da& ganz im Gegensatze zum Ver- 
halten isolierter Muskeln die bis zur hochgradigen Ermiidung 
am lebenden Tier gereizten Gastrocnomien keineswegs be- 
sonders hohe Milchsiiurewerte aufweisen, manchmal sogar nie- 
drigere als die der ungereizten anderen Seite [siehe die Milch- 


*) H. Hirsech-Kauffmann, Diese Zs. Bd. 140, S. 25 (1924.) 
*) G. Embden, Diese Zs, Bd. 148, S. 297 (1925). 
) J. Weber, Diese Zs. Bd. 145, S. 101 (1925). 
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siturewerte in Versuch 17, in dem der Gehalt der Arbeits- 
muskeln mit 0,133°/, unterhalb jenes der Ruhemuskeln (0,145 °/,) 
liegt]. In Versuch 18, wo ebenfalls bis zu stiirkster Ermiidung 
gereizt wurde, betrigt der Milchsaéuregehalt in den Arbeits- 
muskeln unmittelbar nach der Arbeit nur 0,074°/,, er ist auch 
hier merklich geringer als der der Ruhemuskulatur. Auch in 
Versuch 22 enthalten die hochgradig ermiideten Arbeitsmuskeln 
unter 0,1°/, Milchsiure, in den Versuchen 21 und 23 wenig 
mehr als 0,1°/,, ein Wert, der auBer in Versuch 17 nur in Ver- 
such 20 wesentlich iiberschritten wird (0,140°/,). In diesem 
Versuche ist der Milchsiiuregehalt der Ruhemuskeln sehr viel 
niedriger (0,055°/,), waihrend der gleichsinnige Unterschied in 
den Versuchen 21, 22 und 23 nicht sehr betriachtlich ist. 

Man sieht also aus den zuletzt besprochenen Versuchs- 
ergebnissen, daB bei stiirkster Ermiidung der Muskulatur des 
lebenden Frosches ein sehr geringer Milchsiuregehalt vorhanden 
sein kann und daB beim Vergleich der ermiideten und der 
wenigstens annaihernd unermiideten Seite sich in der letzteren 
gelegentlich mehr Milchsiure findet. 

Dieser Befund stimmt mit friiher von Embden, Meincke und 
Schmitz’) an ermiideten Kaninchen gemachten Beobachtungen aufs 
beste iiberein. In noch unverdffentlichten Untersuchungen des einen 
von uns (Jost), die in ganz dihnlicher Weise wie die hier geschilderten 
vorgenommen wurden, konnte festgestellt werden, daB bei lange Zeit 
fortgesetzter und schlieBlich zu starker Ermiidung fiihrender Reizung am 
lebenden Frosch der Milchsiiuregehalt der gereizten Muskeln zuniichst 
hohe Werte erreicht, die freilich stets unter dem am isolierten Muskel 
nach erschépfender Reizung eintretenden ,,Milchsiiuremaximum“ liegen. 
Wird die Reizung aber weiter fortgesetzt, so kommt es gleichzeitig mi 
fortschreitender Ermiidung zu immer stirkerem Wiederabsinken der 
Milchsiure, die sicherlich zum Teil durch die Zirkulation fortgeschwemmt 
wird.?) 3) 

1) G. Embden, E. Schmitz und P. Meincke, Diese Zs. Bd. 118, 
S. 60 (1921). 

*) §. Janssen und H. Jost, Diese Zs. Bd. 148, S. 41 (1925). 

5) Barr, Himwich und Green, Jl. of Biol. Chem. Bd. 55, 8. 495 
(1923). Die hohen Werte, die Meyerhof nach Reizung am lebenden 
Tier fand, sind wohl auf die Kiirze der Reizdaner in seinen Versuchen 


zuriickzufiihren. Siehe O. Meyerhof und R. Meyer, Pfliigers Arch. 
Bd. 204, S. 448 (1924). 
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Nicht deutlicher kénnte fiir Versuche am lebenden Frosch 
die weitgehende Unabhingigkeit des Ermiidungsgrades eines 
Muskels vom jeweiligen Milchsiuregehalt dargetan werden. 

Mehrfach wurde auch der Milchsiuregehalt der Arbeits- 
und Ruhemuskulatur nach lingerer Erholung festgestellt. Er 
iiberschritt den Ruhemilchsiuregehalt normaler Froschmuskeln 
nicht oder nicht wesentlich (siehe Versuche 20—23), wobei die 
Werte mit Ausnahme von Versuch 22 nach der Erholung an den 
Arbeitsmuskeln etwas héher als an den Ruhemuskeln waren. 

Die Verinderungen des Glykogengehaltes gehen aus 
Stab 8 der gleichen Tabelle hervor. Uberall ist im Arbeits- 
muskel unmittelbar nach der Tiatigkeit der Glykogengehalt 
weitaus niedriger als im Ruhemuskel, so besonders in Ver- 
such 23, in dem er an der sofort verarbeiteten Arbeits- 
muskulatur nur 0,028°/,, an der Ruhemuskulatur dagegen 
1,20°/, betrug. Wiahrend der Krholung findet regelmibig ein 
starker Wiederanstieg des Glykogengehaltes statt, doch bleibt 
der letztere auch in der erholten Arbeitsmuskulatur hinter 
jenem der Ruhemuskulatur erheblich zuriick. Auch in der 
ungereizten Muskulatur ist der Glykogengehalt unmittelbar nach 
der Arbeit in allen Versuchen mit Ausnahme von Versuch 23 
niedriger, meist erheblich niedriger, als nach der Erholung. 
Dreimal (Versuch 18, 19, 20) haben wir an nicht gereizten 
Tieren der gleichen Froschsendung gleichzeitig mit den Haupt- 
bestimmungen des Glykogens Kontrollanalysen durchgefiihrt, 
um die GréBenordnung der von vornherein vorhandenen Gly- 
kogenmenge zu erfahren. In allen drei Fallen liegt in diesen 
Kontrollbestimmungen der Glykogengehalt erheblich iiber dem 
der Gastrocnemien der Ruheseite nach Erholung der Frésche, 
so daB wir annehmen miissen, da8 auch nach 24stiindiger 
Krholung der Glykogengehalt der Ruhemuskeln nicht wieder- 
hergestellt ‘ist. Nach derartig langer Erholung ist, wie oben 
gezeigt werden konnte, die Synthesefiihigkeit der Arbeitsmuskeln 
vollkommen oder annahernd vollkommen wieder erreicht. Ob 
nach noch liangerer Erholungszeit auch der Glykogengehalt in 
den Arbeitsmuskeln und Ruhemuskeln einander gleiche Werte 
annimmt, wurde bisher nicht untersucht. 
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Das wesentlichste Ergebnis der soeben geschilderten Unter- 
suchungen besteht, wie wir glauben méchten, darin, daB nach 
ermiidender Reizung von Froschmuskeln eine starke Vermin- 
derung ihrer Fihigkeit eintritt, unter Kinwirkung von Natrium- 
fluorid in mit Bicarbonat stark gepufferten und reichlich gly- 
kogenhaltigen Lésungen Hexosediphosphorsiiure aufzubauen. 
Diese Veriinderung im biologischen Verhalten ermiideter Mus- 
kulatur hat die gréBte Ahnlichkeit mit der friiher beim all- 
mihlichen Absterben zerkleinerter und unzerkleinerter Muskeln 
fortschreitend sich ausbildenden Minderung der Synthesefihig- 
keit. Die Tatsache, daB die! bei Ausfiihrung der Versuche auch 
am lebenden Frosch unmittelbar nach Abschlu8 stark er- 
miidender Reizung\nachweisbare, erhebliche Syntheseminderung 
nach ausreichender Erholung der Tiere wieder villig aus- 
geglichen wird, beweist, daB sie nicht die Folge von Absterbe- 
vorgingen, sondern eine wesentliche Teiierscheinung der nor- 
malen Ermiidung ist. Wenn die schon in einer Arbeit 
von Abraham und Kahn aus dem hiesigen Institut aus- 
gesprochene Vermutung zutrifit, daB die beim Absterben auf- 
tretende Minderung der Fahigkeit zum Aufbau von Hexose- 
phosphorsiure der Ausdruck von Zustandsinderungen an den 
Begleitkolloiden des den Lactacidogenwechsel beherrschenden 
Fermentsystems ist, so darf wohl von vornherein angenommen 
werden, daB das Absinken der Synthesefahigkeit bei der Er- 
miidung in ganz uhnlicher Weise verursacht wird. So konnte 
Deuticke’ gerade fiir die ermiidete Froschmuskulatur in be- 
reits erwihnten, noch nicht ausfiihrlich verédffentlichten Unter- 
suchungen den Nachweis von Kolloidzustandsinderungen der 
KiweiBkérper fiihren, die in ihrem von Versuch zu Versuch 
verschiedenen Grade jenem der Syntheseminderung parallel 
gingen. 

Nach den Ergebnissen unserer Untersuchung kann es 
auch am Orte des Lactacidogenwechsels, also an den intra- 
fibrilliren Kolloiden ebenso wie an jenen der sarkoplasmatischen 
Grenzschichten bei der Ermiidung zu Zustandsinderungen 
kommen, die unter geeigneten Bedingungen vdéllig reversibel 
sind, und deren Auftreten fiir den Krmiidungsvorgang von 
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mindestens der gleichen Bedeutung sein diirfte, wie verschie- 
dene bekannte, im ermiideten Muskel nachweisbare chemische 
Verinderungen; wir denken hierbei in erster Linie an die — wie 
wir sahen, nach ermiidender Reizung am lebenden Tier oft 
nur geringfigige — Anhiufung von Milchséure und an die Ver- 
mehrung von anorganischer Phosphorsiure unter entsprechender 
Lactacidogenverminderung. 

Doch diirften die bei der Ermiidung auftretenden kolloid- 
chemischen mit gleichzeitigen chemischen Veriainderungen 
im Sinne der zu KEingang dieser Arbeit gemachten Aus- 
fihrungen aufs engste verflochten sein. In einer kiirzlich ver- 
éffentlichten Untersuchung haben Embden, Hirsch-Kauff- 
mann, Lehnartz und Deuticke?) den Nachweis zu fiihren 
versucht, daB ein wesentlicher Teil der Milchsiurebildung bei 
der Muskeltiitigkeit nicht im Kontraktionsmoment, sondern erst 
nachtriglich erfolgt, woraus sie den SchluB zogen, daf die im 
Kontraktionsaugenblick freiwerdende Energie nicht ihrem ganzen 
Betrage nach einer gleichzeitigen Milchsiurebildung aus Kohlen- 
hydrat und den davon abhingigen ebenfalls exothermen Pro- 
zessen entstammen kann, wie es die namentlich von Meyerhof 
und Hill entwickelte Theorie fordert. 

Meyerhof hat die Giiltigkeit der experimentellen Befunde 
der eben genannten Autoren und damit auch die von ihnen 
gezogenen SchluBfolgerungen aufs stirkste in Zweifel ge- 
zogen, doch geht, wie wir glauben méchten, aus einer nach- 
folgenden Arbeit von KEmbden, Lehnartz und Hentschel 
hervor, daB die Herkunft der im Kontraktionsmoment frei- 
werdenden Energie aus einer gleichzeitigen Umwandlung von 
Kohlehydrat in Milchsiure nicht linger angenommen werden 
kann. 

Damit entsteht die Notwendigkeit, fiir die Knergielieferung 
im Kontraktionsaugenblick entweder einen. noch unbekannten 
chemischen ProzeB anzunehmen, oder aber die bei der Kon- 
traktion auftretende Energieentladung auf an sich exotherme, 





) G. Embden, H. Hirseh-Kauffmann, E. Lehnartz und 
H. J. Deutieke, Diese Zs. Bd. 151, S. 209 (1926). 
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physikalische (kolloidchemische) Zustandsinderungen zuriick- 
zufiihren. 

Der endgiiltige Nachweis solcher an sich exotherme:: 
Kolloidzustandsinderungen bei der Kontraktion wird nur mii 
den Methoden der Thermodynamik gefiihrt werden kénnen. 
Aber schon jetzt erscheint es uns auch im Hinblick auf die 
Knergetik der Kontraktion als wichtig, daB die ermiidende 
Muskeltitigkeit nicht nur mit den ersterwihnten charakte- 
ristischen chemischen, sondern auch mit ebenso charakte- 
ristischen kolloidchemischen Zustandsiinderungen verbunden 
ist. Fiir den chemischen Vorgang der Phosphorsiurebildung 
aus Hexosephosphorsiure wissen wir, dab er bei jeder einzelnen 
Zuckung auftritt, aber zunachst so vollkommen reversibel ist, 
daB erst nach mehreren hundert Zuckungen eine den Kon- 
traktionsmoment wesentlich iiberdauernde Vermehrung der an- 
organischen Phosphorsiure nachwe'cbar wird. 

Wir halten es fiir sehr méglich, daB ebenso wie diese 
Dauerabspaltung von Phosphorsiéure so auch die in der ver- 
minderten Synthesefihigkeit' und noch unmittelbarer in den 
mehrfach erwaihnten Untersuchungen Deutickes zutage tretenden 
Kolloidzustandsinderungen nach stark ermiidender Tiatigkeit 
nur der Ausdruck eines bei jeder Kinzelzuckung erfolgenden, 
an sich exothermen, aber zunichst véllig reversiblen Vorganges 
sind. Hiernach wiirde also die im Kontraktionsmoment er- 
folgende Energieentladung nicht unmittelbar chemischen, sondern 
physikalischen (kolloidischen) Ursprungs sein, und die an die 
Verkiirzung sich anschlieBenden, exotherm verlaufenden che- 
mischen Prozesse wiirden die Wiederaufladung der Kolloide 
mit Knergie bewirken, mégen sie, wie es fiir einen Teil der 
Milchsiurebildung wahrscheinlich ist, im unmittelbaren An- 
schluB an die Verkiirzung noch wiihrend der einzelnen Zuckung, 
oder aber erst nach Ablauf des gesamten Zuckungsvorganges 
erfolgen. 

Wenn also kolloide Bestandteile der Fibrille nach der 
soeben entwickelten Vorstellung unter endotherm erfolgendem 
Ubergang in einen anderen Zustand auf Kosten von gleichi- 
zeitig sich abspielenden exothermen chemischen Vorgingen sich 
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mit Energie aufladen, welche nachtriglich wieder in Form 
yon Leistung mechanischer Arbeit frei werden kann, so kommt 
den Kolloiden des lebenden und arbeitsfahigen Muskels hier- 
nach geradezu die Bedeutung von Energiekatalysatoren zu, 
und wenn nach ermiidender Titigkeit eine voriibergehend, 
beim Absterben eine dauernd irreversible Entladung dieser 
Kolloidenergie eintritt, so diirfen wir vielleicht darin einen 
Hinweis auf die iiberragende Bedeutung der Kolloide als Energie- 
iibertriger erblicken. 

Es erscheint durchaus nicht als notwendig, anzunehmen, 
da& eine sehr groBe Energiemenge in physikalischer Form 
innerhalb der Fibrillen gespeichert ist. Nur die bei einer 
einzigen maximalen Zuckung freiwerdende Energie, soweit sie 
nicht unmittelbar chemischen Ursprungs ist, muB durch exo- 
therme Kolloidvorginge geliefert werden, wenigstens dann, wenn 
in unmittelbarem Anschluf on jede einzelne Verkiirzung durch 
mit positiver Wirmeténung verlaufende chemische Vorginge 
der Wiederaufladung der Kolloide erfolgt. Es braucht sich 
also durchaus nicht uu einen Energiespeicher mit groBem 
Vorrat zu handeln, sondern vollkommene und rasche Reversi- 
bilitit der exothermen Kolloidvorgiinge wiirden auch dann die 
Ubertragung grofer Energiemengen ermoéglichen, wenn die Ka- 
pazitit der physikalischen Knergieakkumulatoren nur eine ganz 
geringfiigige ist. 

Gelegentlich seiner Kritik der oben erwaihnten Arbeit von 
Embden, Hirsch-Kauffmann, Lehnartz und Deuticke 
weist Meyerhof auf Untersuchungen von Bohnenkamp 
hin, der auf Grund von Versuchen am Froschherzen zu 
der Uberzeugung kam, daB bei der Tatigkeit der Muskel- 
maschine physikalische Energie umgesetzt wird. Bohnen- 
kamp') glaubte mit thermoelektrischer Methodik feststellen 
zu kénnen, da® einer Erwirmung bei der Systole eine Ab- 
kiihlung bei der Diastole folgt, daB also endotherme, phy- 
sikalische Zustandsinderungen unmittelbar in der Wirmebilanz 
des tiitigen Herzmuskels zum Ausdruck kommen. 


$e 


') H. Bohnenkamp, Zs. Biol. Bd. 84, S. 79 (1926). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CLXV. 17 
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Mégen die unterdessen gegen die Ergebnisse des genannten 
Forschers erhobenen Kinwendungen berechtigt sein oder nicht, 
die von uns entwickelten Vorstellungen wiirden in ihrer Giiltig- 
keit dadurch nicht beriihrt, wenn die unter Energielieferune 
und Knergieverbrauch erfolgenden Kolloidzustandsinderungen 
nicht in der Energiebilanz zum Ausdruck kimen, in der sic 
vielleicht immer durch exotherme Stoffwechselprozesse iibertéint 
werden. Die Bedeutung derartiger Kolloidvorginge im inter- 
mediiren Knergiewechsel als Energiekatalysatoren braucht 
deswegen keine geringere zu sein. 

Bei der Muskelkontraktion kommt es nach den soeben 
entwickelten Vorstellungen im Kontraktionsmoment zu einer 
Entladung von Kolloidenergie in Form von mechanischer Arbeit 
und von Warme, und daran unmittelbar sich anschlieBende 
chemische Prozesse bewirken die Wiederaufladung der Kolloide. 
Die immer wieder beobachtete Tatsache, daB die wahrend des 
Lebens so vielfach sich abspielenden endothermen chemischen 
Prozesse, wie die Umwandlung von Kohlehydrat in Fett, von 
Milchsiiure in Zucker, mit dem Tode aufhéren, um ausschlief- 
lich exotherm verlaufenden Vorgingen Platz zu machen, libt 
aber, wie wir glauben méchten, den Gedanken als naheliegend 
erscheinen, da auch da, wo es sich nicht um Lieferung von 
mechanischer, sondern von chemischer Energie handelt, wie sie 
fiir die Erméglichung der zuletzt genannten Umwandlungen not- 
wendig ist, den Kolloiden als Energieiibertragern, als Kata- 
lysatoren der Energie entscheidende Bedeutung zukommt. Wenn 
z. B. bei der Regeneration von Milchsiure zu Kohlehydrat 
ein Tei! der Milchsiiure verhrennt, und die hierbei freiwerdenide 
Energie fiir die Riickumwandlung eines anderen Teiles der 
Milchsiure in Kohlehydrat nutzbar gemacht wird, so stammt 
zwar sicherlich die fiir den in Frage kommenden endothermen 
chemischen Proze8 notwendige Knergie aus einem zu gleicher 
Zeit sich abspielenden exothermen; irgendwelche rein che- 
mischen Prozesse, die uns die Koppelung der Milchsiure- 
verbrennung und -resynthese zu Kohlehydrat  verstindlich 
machen, sind uns aber véllig unbekannt. Ebensowenig ver- 
stindlich ist es vom rein chemischen Gesichtspunkte aus, dab 
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z.B. nach stirkerer Ermiidung oder sonstigen Schidigungen 
der Muskulatur das Verhialtnis zwischen der insgesamt ver- 
schwindenden und der verbrannten Milchsiure, der Oxydations- 
quotient Meyerhofs, sich verringert. Wohl aber kénnen wir 
ein gewisses Verstindnis fiir derartige Vorgiinge gewinnen, 
wenn wir besondere, der lebendigen Substanz eigentiimliche 
Energiekatalysatoren annehmen, die unter dem Auftreten endo- 
thermer, physikalischer Zustandsiinderungen Energie aus ver- 
schiedenartigsten exothermen Prozessen aufnehmen und unter 
entsprechender exothermer Umwandlung auch in den verschie- 
densten Formen wieder abgeben kénnen. 


Wir kommen noch einmal auf das Beispiel der Riick- 
umwandlung von Milchsiure zu Kohlehydrat zuriick. Im 
Gesamtorganismus des diabetischen Tieres‘) und unter gewissen 
Umstiinden auch in der kiinstlich durchstrémten Leber?) kann 
die Umwandlung der Milchséiure zu Zucker quantitativ, d.h. 
ohne jede Verbrennung von Milchsiure erfolgen, und wir miiBten, 
wollten wir diesen Prozef rein chemisch erkliren, fiir die Um- 
yandlung: von Milchsiure in Zucker in der Leber ganz anders- 
artige ,gekoppelte Reaktionen“ wie im Muskel annehmen. 

Nach den eben entwickelten Anschauungen aber wiirde 
sich diese Umwandlung im Muskel und in der Leber in ganz 
aihnlicher Weise abspielen, nur da8 im ersten Falle die bei 
der Oxydation von Milchsiure, im zweiten die bei anders- 
artigen Oxydationen freiwerdende Energie iibertragen wird. 


Wir haben es absichtlich bisher vermieden und méchten 
es auch fernerhin zunichst tun, irgendwelche Vermutungen iiber 
die Art der mit Energieténung uud Energieiibertragung ver- 
laufenden Kolloidzustandsinderungen zu’ iuBern. Mag es sich 
nun um Vorginge der Quellung und Entquellung, der Dis- 
persitatsminderung und -steigerung, der Krystallisation und 
Wiederlésung von Krystallen, der Adsorption und Elution oder 
um irgendwelche noch unbekannte physikalische Zustands- 





1) A. R. Mandel u. G. Lusk, Amer. Jl. of Physiol. Bd. 16, S. 129 
(1906). 
*) S. Isaac, Diese Zs. Bd. 100, S. 1 (1917); s. bes. Tab. I Vers, 7—9. 
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anderung der Biokolloide handeln: Wir glauben, da die Leic)- 
tigkeit, mit der im lebenden Organismus die verschiedenartigsten 
endothermen Prozesse sich vollziehen, die nach dem Tode un- 
méglich werden, kaum anders gedeutet werden kann, als durch 
die Annahme, daf das reiche Wandlungsvermégen, durch das 
die Kolloide der lebendigen Substanz ausgezeichnet sind, auch 
in energetischer Hinsicht die Lebensprozesse ermédglicht, ja 
daB vom energetischen Gesichtspunkte die Ubertragung von 
Energie durch energiegeténte Kolloidzustandsinderungen eine 
der wesentlichsten EKigenschaften der lebendigen Substanz ist. 








Der zeitliche Verlauf der Milchséurebildung bei der Muskel- 
kontraktion. 
Von 
G. Embden, E. Lehnartz und H. Hentschel. 


Mit 2 Figuren im Text. 





Aus dem Institut fiir vegetative Physiologie der Universitat Frankfurt.) 


(Der Redaktion zugegangen am 3. Februar 1927.) 


Die Anschauungen iiber die unmittelbare Quelle der bei 
der Muskelkontraktion im Zuckungsaugenblick durch eine plotz- 
liche Entladung als mechanische Arbeit und als Wirme frei- 
werdenden Energie sind zurzeit keineswegs einheitliche. Wahrend 
Meyerhof und Hill die gesamte oder annihernd die gesamte 
im Kontraktionsmoment auftretende Energiemenge auf eine 
gleichzeitig erfolgende exotherme Umwandlung von Kohlehydrat 
in Milchsiure und davon abhingige weitere exotherme Prozesse 
— im wesentlichen Neutralisationsvorginge — zuriickfihren, 
glaubten wir Anhaltspunkte dafiir gewonnen zu haben, dab die 
unmittelbare Energiequelle der Muskelkontraktion in an sich 
exothermen Zustandsinderungen an den intrafibrilliren Kol- 
loiden gelegen sei. 

Diese Energieentladung durch physikalische (kolloide) Zu- 
standsinderungen soll nach unserer Anschauung vdllig rever- 
sibel sein in dem Sinne, daf der exothermen Entladung die 
endotherme Wiederaufladung folgt. Der fir die Wieder- 
aufladung notwendige Energiebedarf soll hierbei durch gleich- 
zeitig sich vollziehende exotherme chemische Prozesse — unter 
anaeroben Bedingungen kommt hier wohl nur die Milchsaéure- 
bildung aus Kohlehydrat in Frage — gedeckt werden. 

Nach der von Meyerhof und Hill entwickelten Theorie 
ist es also nicht notwendig, im ruhenden Muskel irgendeinen 
fiir die Kontraktion disponiblen Vorrat an physikalischer Energie 
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anzunehmen, withrend eine derartige Annahme den von uns 
und ebenso auch den unabhingig davon von Bohnenkamp! 
entwickelten Anschauungen zugrunde liegt. 

Die Theorie von Hill und Meyerhof hat ihre experi- 
mentelle Grundlage teils in thermodynamischen Messungen, 
teils in chemischen Analysen. Die bei den thermodynamischen 
(thermoelektrischen und calorimetrischen) Untersuchungen ge- 
fundenen Wirmemengen stehen in einem freilich nicht ganz 
konstanten, aber doch nur innerhalb enger Grenzen schwan- 
kenden Verhiltnis zu den aus Kohlehydrat gebildeten Milch- 
sauremengen. 

Die bei der Kontraktion freiwerdende Wirmemenge konnte 
von A. V. Hill und seinen Schiilern fiir die einzelne Zuckung 
mit immer gréBerer Genauigkeit gemessen werden. Eine der- 
artige Messung der Milchsadurebildung bei der einzelnen 
Zuckung ist aber methodisch unméglich. Um eine bestimm- 
bare Steigerung des Milchsiuregehaltes zu bekommen, ist es 
vielmehr notwendig, den Muskel eine gréBere Anzahl von 
Zuckungen ausfiihren zu lassen. Ermittelt man aus der so 
gefundenen Zunahme der Milchsiure und der Zahl der Zuk- 
kungen, wie Meyerhof es getan hat, die auf die einzelne 
Zuckung entfallende Milchsiureproduktion und vergleicht diese 
rechnerisch ermittelte Milchsiurebildung mit der thermo- 
elektrisch festgestellten Wirmebildung, so ist ein derartiger 
Vergleich natiirlich nur unter der Annahme berechtigt, daf 
die gesamte oder annihernd die gesamte Milchsiurebildung 
mit der initialen Warmebildung zeitlich zusammenfallt, also 
wihrend der Zuckung sich abspielt. 

Mit dem Nachweis, daB ein wesentlicher Teil der Milch- 
siurebildung nicht im Kontraktionsaugenblick, sondern erst 
nach der Kontraktion erfolgt, wiirde die Meyerhof-Hill- 
sche Theorie nicht vereinbar sein. 

In einer vor kurzem ver@ffentlichten Untersuchung von 
Embden, Hirsch-Kauffmann, Lehnartz und Deuticke” 


+) H. Bohnenkamp, Zs. Biologie Bd. 84, 8. 79 (1926). 
*) G. Embden, H.Hirsch-Kauffmann, E.Lehnartz, H.J. Deu- 
ticke, Diese Zs. Bd. 151, S. 209 (1926), 
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wurde dieser Nachweis zu fiihren versucht. In dieser Arbeit 
wurden Muskeln durch direkte faradische Reizung wenige 
Sekunden in maximalen Tetanus versetzt. Wurden die beider- 
seitigen Gastrocnemien mehrerer Tiere nach gleich langer 
Tetanisierung bei gleicher Belastung unmittelbar nach dem 
AbschluB der Reizung in fliissige Luft versenkt, so wurden in 
beiden Muskeln gleiche Milchsiurewerte gefunden. Blieb aber 
der Gastrocnemius der einen Seite noch wenige Sekunden 
nach AbschluB der Reizung in Ruhe, so konnte in einer gré- 
Beren Anzahl von Versuchen eine nachtrigliche Steigerung 
des Milchsiiuregehaltes festgestellt werden. Verbrachte man 
Muskeln, die unter den gleichen Bedingungen tetanisiert worden 
waren, nachtriglich in Sauerstoff, so fand regelmiBig eine voll- 
stiindige Restitution der Erregbarkeit der Muskeln statt, ja 
die Reizschwelle war 6fters nach der Erholung geringer als 
vor der ‘'etanisierung. Hieraus schlossen wir, daB ein Teil 
der bei der Reizung des Muskels erfolgenden Milchsiure- 
bildung nicht waihrend des Kontraktionszustandes, sondern 
nach der Kontraktion erfolgte, das also die Theorie von Hill 
und Meyerhof, welche die gesamte Milchsiurebildung in die 
Zeit der Kontraktion verlegen mu, nicht zutreffen kénne. 

An der eben erwahnten Arbeit haben Meyerhof und 
Lohmann!) sowie unter Meyerhofs Leitung Suranyi’) 
scharfe Kritik geiibt. Sie fiihren die von uns _beobachtete 
Milchsiurebildung auf Uberreizung zuriick und sehen nament- 
lich in der angewandten direkten Reizung der Muskeln eine 
Fehlerquelle; die genannten Autoren konnten nimlich nur bei 
starker direkter, nie aber bei indirekter Reizung eine nach- 
tragliche Milchsiurebildung feststellen. 

Wir wollen hier auf die Frage der Berechtigung der von 
Meyerhof erhobenen EKinwinde gegen unsere friihere Unter- 
suchung nicht niher eingehen, sondern nur hervorheben, daB es 
uns angesichts der vollkommenen Restitution der Muskeln bei 
der von uns benutzten Versuchsanordnung schwer wird, in 


) O. Meyerhof u. K. Lohmann, Pfliigers Arch. Bd. 210, 8. 790 
(1925); Biochem. Zs. Bd. 168, S. 143 (1926). 
*) J. Suranyi, Pfliigers Arch. Bd. 214, 5. 228 (1926). 
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der nachtriglichen Milchsiurebildung den Ausdruck einer irre- 
versiblen Schiligung zu sehen. GewiB ist die Starke der 
Milchsiurebildung beim Tetanus von der Stirke der Reizung 
abhangig, und nur nach starker Reizung kommt es anscheinend 
zu nachtraglicher Milchsaiurebildung, oder es liegt eine etwaige 
nachtragliche Milchsiiurebildung bei schwacher Reizung inner- 
halb der Fehlergrenze der Bestimmung. 

Im ibrigen glaubten wir davon absehen zu kénnen, unsere 
friiheren Untersuchungen unter Beriicksichtigung der von Meyer- 
hof erhobenen Einwiinde zu wiederholen, weil es uns unter- 
dessen an der Hand einer neuen Versuchsanordnung gelungen 
ist, den Nachweis zn fihren, da® die wihrend einer laingeren 
Reihe von Einzelzuckungen entstehende Milchsiure zu einem 
erheblichen Teil nicht wihrend der Kontraktion, sondern in 
den Zuckungspausen gebildet wird. Von vornherein erschien 
eine Anordnung, bei der der Muskel mit Kinzelzuckungen ge- 
reizt wird, ginstiger als die friiher von uns vorgenommene 
Tetanisierung; denn wihrend eines Tetanus schreitet die Milch- 
siurebildung rasch bis zu erheblichen Werten fort, und eine 
nachtragliche Milchsiurebildung kénnte gegeniiber der starken., 
wihrend des Tetanus erfolgenden leicht so geringfiigig sein, | 
daB sie sich dem Nachweis entzieht. 

Wir gingen bei unserer Versuchsanordnung von folgenden 
Uberlegungen aus. Nach der Theorie von Hill und Meyer- 
hof erfolgt die gesamte oder annihernd die gesamte Milch- 
siurebildung bei der Muskeltitigkeit im Kontraktionsaugenblick, 
und nach den grundlegenden Untersuchungen von v. Weiz- 
sicker und Hill!) ist der Betrag der initialen, daB heilt 
der wihrend einer Muskelzuckung erfolgenden Warmebildung 
von der Sauerstoffversorgung unabhangig, die wihrend der 
Zuckung auftretende Knergieentladung also sicher anaeroben 
Ursprungs. Mag die Milchsaiurebildung auf den Kontraktions- 
augenblick beschrinkt sein, oder mag ein betrachtlicher Anteil 
der gebildeten Milchsiure auBerhalb dieses Momentes  ent- 





') V.v. Weizsicker, Jl. of Phvsiol. Bd. 48, S. 396 (1914); Sit- 
zungsber. d. Heidelberger Akad. d. Wissensch., Math.-naturw. Kl., 
Abtlg. B 2, 1917. 
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stehen, die eben erwihnten Untersuchungen von vy. Weiz- 
sicker und Hill lassen keinen Zweifel dariiber, daB die 
initiale Milchsiurebildung ebenso wie die initialke Warme- 
bildung von der Sauerstofiversorgung unabhiingig ist. 

Meyerhof') hat eingehende Untersuchungen iiber das 
Verhiltnis der bei der oxydativen Erholung verschwindenden 
und der gleichzeitig verbrannten Milchsiiure angestellt. Die 
Menge der verbrannten Milchsiure erschloB er hierbei aus dem 
Sauerstofiverbrauch unter Zugrundelegung der mit dem regel- 
maBig beobachteten respiratorischen Quotienten 1  iiberein- 
stimmenden Annahme, daB rein oxydativ beseitigte Milchsiiure 
vollkommen verbrennt, d. h. in Kohlendioxyd und Wasser iiber- 
gefiihrt wird. Das Verhiltnis zwischen verschwindender und 
verbrannter Milchsiiture wurde von Meyerhof bekanntlich als 
.Oxydationsquotient“ bezeichnet, und die GréBe dieses Oxy- 
dationsquotienten unter verschiedenen Versuchsbedingungen 
ziemlich verschieden gefunden. Als Durchschnittswert nimmt 
Meyerhof einen Oxydationsquotienten von 4 an”), doch finden 
sich einerseits oft niedrigere Werte, andererseits solche bis zu 
5 und 6.°) Héhere Werte als 6 sind an isolierten Frosch- 
muskeln niemals beobachtet worden. 

Das Prinzip unserer Versuchsanordnung war nun folgendes: 
Der rechte und der linke Semimembranosus eines Frosches 
arbeiteten unter streng vergleichbaren Bedingungen, der eine 
in reinem Sauerstoff, der andere in Wasserstoff oder Stickstoff. 
Unmittelbar nach AbschluB der Arbeitsperiode wurde in beiden 
Muskeln der Milchsiuregehalt bestimmt. Fir den in Sauer- 
stoff arbeitenden Muskel war wihrend der Tatigkeit der Sauer- 
stofiverbrauch festgestellt worden. Unter der Voraussetzung, 
daB die Milchsiurebildung bei der Tatigkeit im aerob und 
im anaerob arbeitenden Muskel die gleiche war, konnte so 





1) O. Meyerhof, Pfliigers Arch. Bd. 182, S. 284 (1920); a. a. O. 
Bd. 185, S. 11 (1920). 

*) O. Meyerhof, a. a. O. Bd. 182, S. 293 (1920); Bd. 188, S. 136 
(1921). 

8) O. Meyerhof u. R. Meyer, Pfliigers Arch. Bd. 204, 8.463 (1924). 
— QO. Meyerhof, Die Energieumwandlungen im Muskel Les prix Nobel 
en 1923 §. 7. Stockholm 1924. 
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der Quotient, mit dem das Verschwinden der Milchsiure im 
Sauerstoffimuskel erfolgt war, berechnet werden. Traf die eben 
erwihnte Voraussetzung zu, war also der Mindergehalt an 
Milchsiure im Sauerstoffmuskel nur durch nachtriigliches Ver- 
schwinden dieser Saiure, nicht aber durch eine von vornherein 
erfolgende Mehrbildung im Wasserstoffmuskel bedingt, so muBten 
Oxydationsquotienten erwartet werden, die mit den von Meyer- 
hof beobachteten iibereinstimmten, jedenfalls die von ihm ge- 
fundenen Maximalwerte nicht wesentlich iiberschritten. 

Aus der nachfolgenden Untersuchung ergibt sich aber, 
daB das letztere in der iiberwiegenden Mehrzahl der zu giinstiger 
Jahreszeit angestellten Versuche in der Tat der Fall ist. 


Methodik. 


Ks wurden itr die im folgenden zu schildernden Untersuchungen 
ausschlieBlich Semimembranosi von mittelgroBen Temporarien verwandt. 
Diese Muskeln gestatten wegen ihrer geringeren Dicke leichter als die 
Gastrocnemien den Eintritt des Sauerstoffs. Sie lassen sich fast ebenso 
rasch und schonend wie die Gastrocnemien priiparieren. Fiir den vor- 
liegenden Zweck blieb ein kleines Stiickchen des Beckenknochens mit 
dem oberen Ende des Muskels in Verbindung. Am unteren Ende blieb 
der Sehnenansatz erhalten. 

Wir reizten die Muskeln — wenigstens in dem spiiteren Teil unserer 
Arbeit, d.h. in allen unten besprochenen Versuchen — indirekt. 
Die Praparation des im oberen Diittel in den Muskel eintretenden Nerven- 
astes, die in médglichst groBer Linge erfolgte, bereitet nach einiger 
Ubung keine groBen Schwierigkeiten. Die Reizung erfolgte sowohl bei 
den Sauerstoff- wie bei den Wasserstoffmuskeln in eigens konstruierten 
Bareroftapparaten von flacher Form und etwa 30 cem Inhalt. Die Appa- 
rate waren mit zwei Schlifféffnungen versehen (vgl. Fig. 1), in deren 
eine (A) das Manometer, in deren andere (B) die den Muskel tragende 
Reizvorrichtung paBte. In dem Siegellack (Fig. 2, S), das den Hohl- 
schliff der Reizvorrichtung vollig ausfiillte, war ein vernickelter Messing- 
stab von 2mm Durchmesser befestigt, der bis fast auf den Roden des 
AtmungsgefaiBes reichte (Fig. 2, B) An diesem Stabe war, durch eine 
Schraubvorrichtung verstellbar, der Muskelhebel (C) angebracht. Der 
Hebel war nach oben frei beweglich, nach unten war seine Beweglich- 
keit durch einen Anschlag, der in der Zeichnung nicht sichtbar ist, be- 
grenzt. Er konnte derart nach aufwirts gedreht werden, daB seine Ein- 
fiihrung und Wiederentfernung ohne Schwierigkeit gelang. Zur [Pe- 
festigung des oberen Muskelendes war ein 2mm breites Messingblecii- 
stiickchen (D), das nur wenig den unteren Rand des Schliffkopfes tiber- 
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ragte, im Siegellack befestigt. Dieser Blechstreifen war mit einer Bohrung 
yersehen, durch die der das eine Ende des Muskels unmittelbar unte r- 
halb des Knochens umschlingende Faden durchgezogen werden konnte. 

Das untere Muskelende wurde in dhnlicher Weise unter Benutzung 
des dem Drehpunkt des Hebels benachbarten Loches befestigt. Hier 
wurde nur die Sehne vom Faden gefaBt. Die Belastung des Hebels 
erfolgte durch ein Gewicht von 2,5 ¢ (Ff). Die Linge des Lastarmes 
betrug das Fiinffache derjenigen des Kraftarmes, so daB der Muskel bei 
seiner Kontraktion mit einem Gewicht 12,5 ¢ belastet war. 

Nach der Befestigung am oberen und unteren Ende wurde dem 
Muskel die notwendige Spannung durch Verschiebung des Muskelhebels 
an der Messingstange B erteilt, und nunmehr der Nerv iiber die beiden 
Platinelektroden F gelegt, die in den Schiliff kopf luftdicht eingeschmolzen 











\ a 


Fig. 1. Fig. 2. 








und mit Polklemmen versehen waren. Die Eintrocknung des Nerven 
wurde durch ein mit Ringerlésung getriinktes Stiickchen Filtrierpapier 
verhindert. 

Vor der Einfiithrung des Muskels wird 1eem 33°/,iger Natronlauge, 
die auch bei den nachfolgenden Bewegungen dem Boden des GefiiBes 
anhaftet, eingefiillt, und nunmehr der Muskel bei hochgeklapptem Hebel- 
arm eingefiihrt. Die Fiillung mit Sauerstoff bzw. Wasserstoff oder Stick- 
stofi erfolgt durch die engere Schlifféffnung mittels eines capillaren Ein- 
leitungsrohres, das bis zum Boden des GefiBes reicht. Zur méglichst 
volistindigen Verdriingung der Luft wurde der Sehliffkopf des Reiz- 
apparates in allen spateren Versuchen hierbei einige Male kurz geliiftet. 

Der Wasserstoff wurde in einem Kippschen Apparat aus arsen- 
freiem Zink und Schwefelsiiure entwickelt, der Stickstoff einer Bombe 
entnommen. Die Gase wurden sorgfiltig mit Pyrogallol, Hydrosulfit 
und Kalilauge gewaschen. Nach Beendigung der Gasfiillung wurde der 
Apparat sofort mit dem Manometerschliff verbunden. Die Muskeln ver- 
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blieben 30 bis héchstens 45 Minuten in ungereiztem Zustande in der 
Wasserstoff- oder Sauerstoffatmosphire, wihrend die Barcroftapparate 
durch eine der Warburgschen nachgebildete maschinelle Vorrichtung 
in Bewegung gehalten wurden. Die Atmungsapparate tauchten hierbei 
bis tiber die Schliffképfe in ein Wasserbad ein von iiber 80 Liter Inhalt, 
dessen Temperatur in den einzelnen Versuchen konstant gehalten wurde. 
Die héchste Versuchstemperatur lag bei 18°, die niedrigste bei 15°. 
Nach Ablauf von 30—45 Minuten war Temperaturausgleich erfolgt, und 
der Reizversuch konnte nach Einstellung der Barcroftmanometer be- 
gonnen werden. 


Fir die elektrische Reizung verwandten wir einen Glimmiampen- 
unterbrecher, der unter Vorschaltung von ausreichenden Widerstinden 
(0,5—2,5 Megohm) in die Gleichstromleitung von 120 Volt eingeschaltct 
war, und dessen Entladungsfrequenz auBer durch Veriinderung diese: 
Widerstiinde durch Kondensatoren verschiedener Kapazitét (6—9 Mt) 
reguliert wurde. 

Bei der Reizung waren die beiden Nervmuskelpriparate im gleichen 
Stromkreis hintereinander geschaltet. In allen spiiteren Untersuchungen 
benutzten wir zur Reizung unmittelbar einen Teil des Entladungsstromes 
der Glimmlampe, dessen Stirke durch einen parallel zum Muskel ge- 
schalteten Rheostaten veriindert werden konnte und stets so gewiihlt 
wurde, daB gerade eben maximale Zuckung cintrat. Wenn notig, wurde 
der den Nerven passierende Stromanteil wiihrend des Verlaufs des Ver- 
suches vergréBert. Die Reizzeit betrug in ‘ast allen Versuchen 30 Mi- 
nuten. Die Reizfrequenz war iiberall niedrig, so da® die gesamte Reiz- 
zahl wihrend der halbstiindigen Arbeitsperiode zwischen 130 und 
300 lag. 


Wihrend des Versuches wurde die Titigkeit der Muskeln dauernd 
verfolgt. DaB der Muskel sich iiberhaupt kontrahierte, konnte schon 
ohne Entfernung des Atmungsapparates aus dem Wasserbad an stobweise 
erfolgenden kleinen Schwankungen der Manometerfliissigkeit und an 
einem leisen Geriiusch, das durch den Anschlag bedingt war, festgestellt 
werden. Hin und wieder wurden die Apparate fiir ganz kurze Zeit 
aus dem Wasser genommen, um dic Stirke der Kontraktionstitigkeit 
mit dem Auge abzuschitzen. Am Schlusse des Versuches wurde, nach- 
dem die Reizapparatur aus dem Barcroftapparat entfernt war, noch ein 
einzelner Reiz gesetzt. Jeder stiirkere Ermiidungsgrad konnte so ohne 
weiteres festgestellt werden. War an einem der Muskeln irgend stiir- 
kere Ermiidung eingetreten, so wurde der ganze Versuch nicht weiter 
verarbeitet. Nunmehr wurden die Muskeln so rasch wie méglich mit 
einem scharfen Scherenschlag unmittelbar unterhalb der Ligaturen ab- 
getrennt und sofort in fliissige Luft versenkt. Sie blieben bis zur voll- 
kommenen Erfrierung vollig eingetaucht. 

Die Milchsiurebestimmung nach v. Fiirth und Charna8 wurde 


‘ 
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in der im hiesigen Institut tiblichen Weise ausgefiihrt.!) Fiir jede Be- 
stimmung brauchte bei den in Frage kommenden Milchsiurewerten nur 
ein Muskel verwandt zu werden. Wir haben, um méglichst groBe 
Filtratanteile zu gewinnen, sowohl das koagulierte MuskeleiweiB wie 
die Kupferkalkfiillung durch Zentrifugieren auf einer rasch laufenden 
Zentrifuge abgetrennt. Der Quecksilbersulfidniedersehlag wurde auf der 
Nutsche scharf abgesaugt. Die absoluten Milchsiiuremengen, die be- 
stimmt wurden, waren von verschiedener GréBe. Teils lagen sie in der 
Nihe von 1 mg, teils betrugen sie auch in den Arbeitsversuchen nur 
0,3 mg. 

In neuerlich angestellten Kontrollversuchen an reinen Milchsiiure- 
lésungen mit einem Gehalt von 0,2 mg wurden 95—97°/, der verwandten 
Milchsiiure wiedergefunden. Geringere Mengen als 0,2 mg kamen nur 
einige Male bei der Bestimmung des Ruhemilchgehaltes unter ver- 
schiedenen Bedingungen in Betracht. Hier kénnte die Feblergrenze der 
Bestimmung vielleicht 5°/, etwas iiberschreiten. Die Oxydation wurde 
mit n/500-Permanganat vorgenommen, als Vorlage dienten 20 cem n/200- 
Bisulfitlésung. 


Versuchsergebnisse. 


Bei der Vorbereitung der Versuche wurden die Muskeln, 
wie wir sahen, 30 bis héchstens 45 Minuten in den mit Wasser- 
stofi oder Sauerstoff gefiillten Barcroftapparaten, die zur Ab- 
sorption freiwerdender Kohlensiiure dauernd geschaukelt wurden, 
aufbewahrt. Hierbei tritt schon eine gewisse anaerobe Milch- 
siurebildung im Wasserstoffmuskel, méglicherweise auch ein 
aerobes Verschwinden von Milchsiure im Sauerstoffmuskel ein. 
In mehreren Versuchen wurde festgestellt, daB der Mehrgehalt 
des Wasserstofimuskels an Milchsiure nach 30—60 Minuten 
langem Aufbewahren nur sehr unbetriichtlich ist. Die in finf 
derartigen Versuchen im Sauerstoff- und Wasserstoffmuskel 
gefundenen Werte gehen aus Tab. 1 hervor. Uberall ist zwar 
ein Unterschied im Milchsiuregehalt zugunsten des Wasser- 
stoffmuskels vorhanden, doch betrigt die Differenz fiir die 
in Frage kommenden Versuchszeiten auf den Muskel bezogen 
im Hiéchstfalle 6 mg-°/, pro halbe Stunde. Im Stundenversuch 
(Versuch 3) liegt sie innerhalb der Fehlergrenze der Bestim- 


") H. Hirsch-Kauffmann, Diese Zs. Bd. 140, S. 25 (1924); 
G. Embden, Ebenda Bd. 148, S. 297 (1925). 
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Tabelle 1. 


Milchsiuregehalt von Ruhemuskeln beigleich langem Hingen 
in Sauerstoff- bzw. Wasserstoffatmosphire. 



































SS 
1 2 3 dee Nese 6 7 
Fs Milchsiuregehaltim | Milch- 
a ta siure- 
5 E Sauer- | Wasser- | mehr- 
S o stoff- stoff- gehalt 
5 Datum 2, muskel | muskel des Bemerkungea 
= = ; Wasser- 
£ ~ (in 7. der Mus- stoff- 
> kulatur) muskels 
if oe o A 27° 0,030 0,034 0,004 | Die Muskeln hingen 
1926 30 Min. in Kopy- 
, loffschen GefaéBen 
$11, 7. 7 ae 0,060 0,066 0,006 | Die Muskeln hingen 
1926 30 Min. in Kopy- 
| loffschen GefaBen 
3 | 2. XI. | 16° | 0,059 | 0,060 | 0,001 | Die Muskeln hingen 
1926 60 Min. in den At- 
7 mungsgefaéBen 
4] 21.61 15° 0,058 0,062 0,004 | Die Muskeln hingen 
1927 80 Min. in den At- 
mungsgefaBen 
Bi S12. 15° 0,045 0,051 0,006 | Die Muskeln hingen 
1927 | 30 Min. in den At- 
| mungsgefiBben 


mung. Die Geringfiigigkeit der Differenz des Milchsiure- 
gehaltes der ruhenden Wasserstoff- und Sauerstoffmuskeln 
beruht zum Teil vielleicht auf der Unvollstindigkeit der 
Anaerobiose in der ersten Zeit des Aufenthalts des Muskels 
im Wasserstoff, zum Teil hiaingt sie sicherlich aber auch 
mit der Beschaffenheit der Muskeln zusammen, wobei die 
Jahreszeit eine grobe Rolle spielt. Im August, in welchem 
Monat wir an dem uns zur Verfiigung stehenden Frosch- 
material keine halbstiindigen Reizversuche durchfihren konnten, 
weil bald der eine, bald der andere Muskel gegeniiber der 
indirekten Reizung mehr oder weniger vollstindig versagte, 
war bei der gleichen Versuchstemperatur, wie sie in den 
friher und spiater im Jahre vorgenommenen Versuchen 
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zur Anwendung kam, die anaerobe Milchsiurebildung in 
der Vorperiode viel gréBer, und wir halten es anderer- 
seits fiir keinen Zufall, daB sie im November, zur Zeit aus- 
gezeichneter Leistungsfaihigkeit der Muskulatur, besonders ge- 
ringfigig war. 

_ Wir haben oben darauf hingewiesen, dab die Reizung der 
Muskeln in Wasserstoff und Sauerstoff so gleichartig wie még- 
lich vorgenommen wurde, eine Messung der Arbeitsleistung im 
Barcroftapparat konnte aber bisher nicht durchgefiihrt werden. 
DaB die Versuchsanordnung aber wirklich eine sehr gleich- 
artige Reizung erméglichte, geht aus einer Reihe von Ver- 
suchen hervor, die in Tab. 2 zusammengestellt sind. Hier 
wurden im iibrigen genau unter den Bedingungen der Haupt- 
versuche die Muskeln entweder beide in Sauerstoff oder beide 
in Wasserstoff gereizt. Wie man aus den Versuchen 6—8 
sieht, ist der in beiden Muskeln erreichte Milchsiuregehalt 
ein iiberaus Ahnlicher, nur bei dem niedrigen Werte in Ver- 
such 6 betrigt die Differenz im Milchséuregehalt beider Mus- 
keln etwas mehr als 6°/, des héheren Wertes, in den Ver- 
suchen 7 und 8 liegt sie durchaus innerhalb der unvermeid- 
lichen Milchsiurebestimmungsfehler. Das gleiche ist auch in 
Versuch 9 der Fall, in dem die Muskeln zunachst wiahrend 
einer halben Stunde mit im ganzen 150 Schlagen gereizt und 
dann einer einstiindigen Erholung in Sauerstoff iiberlassen 
wurden. In Versuch 10 ist die Differenz bei ahnlicher Ver- 
suchsanordnung und halbstiindiger anschlieBender Erholung 
erheblich gréBer, doch liegt sie auch hier, auf den Muskel 
bezogen, noch wesentlich unter 0,01°/,. 

In den Sauerstoffversuchen der eben besprochenen Tab. 2 
wurde auch der Sauerstoffverbrauch bestimmt. Er ist in den 
beiderseitigen Muskeln des gleichen Versuches waihrend der 
Tatigkeitsperiode ein sehr ahnlicher. Im Versuch 7 unterblieb 
bei Muskel II versehentlich eine Ablesung. Die Atmung 
wihrend der nachfolgenden einstiindigen Erholung ist in Ver- 
such 9, auf die '/, Stunde umgerechnet, wiederum beiderseits 
annihernd gleich, jedoch etwas groBer als wahrend der Tatig- 
keitsperiode, wihrend in Versuch 10 bei halbstiindiger Er- 











Tabelle 2. 


‘ Milchsiuregehalt und AtmungsgréBe gleich behandelter Muskeln. 
(Atmung in emm QO, pro Gramm Muskulatur in 30 Minuten.) 























3 1 2 3 4 4) 6 7 8 9 10 
© . 
= " , Muskel I Muskel II = 
© eizzahl ; ifferenz im 
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holung deutliches Absinken der Atmung gegeniiber ihrem 
Tatigkeitswert zur Beobachtung gelangte.’) 

Zeigt die weitgehende Ubereinstimmung im Milchsdure- 
gehalt der beiderseitigen Muskeln bei gleichartiger Reizung 
in gleichartiger Atmosphire, daB die Leistung der beiden 
Muskeln, wenn sie entweder beide aerob oder beide anaerob 
gereizt wurden, eine sehr ahnliche war, so geht aus weiteren 
Versuchen hervor, da8 unter den von uns gewahlten Versuchs- 
bedingungen, d.h. bei sehr schonender, langsamer und indi- 
rekter Reizung und einer 300 Zuckungen nicht iibersteigenden 
Reizzahl ein merklicher Unterschied in der Leistung von aerob 
und anaerob gereizten Muskeln nicht eintrat. Die Versuche 
wurden in der Art angestellt, daB von den in KopyloffgefaBen 
an gleichartigen Hebeln befestigten Muskeln der eine zunichst 
ruhend wihrend etwa 30 Minuten in Wasserstoff, der andere 
ebensolange in Sauerstoff verblieb, wobei beide Gase — dauernd 
mit Wasserdampf gesittigt — das Kopyloffgefa8 durchstrémten. 
Dann wurden die Muskeln in der gleichen Weise wie in den 
Versuchen 6 —8 indirekt gereizt, und ihre Zuckungen auf dem 
Kymograpbion registriert. Wahrend des Verlaufes der halb- 
stiindigen Zuckungsreihe trat wohl eine gewisse Abnahme der 
Zuckungshéhe, niemals aber irgend stairkere Ermiidung ein, 
und namentlich lieB sich ein gesetzmiBiger Unterschied in der 
Zuckungshéhe der Wasserstoff- und der Sauerstoffmuskeln nicht 
feststellen, wobei es freilich vorkam, daB bald der Wasserstoff- 
bald der Sauerstoffmuskel voriibergehend ein wenig besser zuckte. 

Wir gehen nunmehr zur Besprechung der Hauptversuche 
iiber, die in Tab. 3 zusammengestellt sind. In diesen Versuchen 
arbeitete der eine Muskel in Sauerstoff, der andere in Wasser- 
stoff. Die Versuche wurden zu verschiedener Jahreszeit an- 
gestellt, was fiir ihr Ergebnis anscheinend von wesentlicher 





1) Auf den scheinbar vorhandenen Parallelismus zwischen dem am 
Schlu8 des Versuches gefundenen Milchsiiuregehalt und der wihrend 
der Titigkeitsperiode beobachteten Atmung soll um so weniger ein- 
gegangen werden, als sowohl die Unterschiede im Milchsiuregehalt als 
auch diejenigen in der AtmungsgréBe kaum auBerhalb der Fehlergrenze 
der Bestimmung liegen. 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f, physiol. Chemie, CLXV. 18 
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Tabelle 8. 





























1 2 3 4 5 | 6 7 s 9 
Milchsiuregehalt im Milchsaure- | Sauerstoff- 
Versuchs-| Datum | Tempe- | Reizzahl Sauerstoff- hi bigeny el hoa sepa ahaa. a : bape ee: 
Nr. 1926 ratur |in30Min}| muskel stoffmuskel | stoffmuskels ay 30 Min. Milchskuremebreehalt 
i: %i: dee Maakelaten as i verbrannte Milchséure 
11 30. VI. 17,5° 270 0,189 0,204 0,015 69,5 1,6 
12 1. VII. | 16° 270 0,105 0,100 ~~ 129 = 
18 8. VII. | 16,5° 210 0,088 0,118 0,080 70 8,2 
14 8. VII. | 16° 240 0,099 0,168 0,064 95,3 5,0 
15 8. VII. | 16° 240 0,068 0,185 0,067 96 5,2 
16 12. VII. | 15° 270 0,069 0,168 0,094 65,5 10,7 
17 13. VII. | 16° 260 0,072 0,187 0,065 12 6,7 
18 4. % 18° 240 0,145 0,250 0,105 16,3 10,8 
19 4, X. 18° 240 0,164 0,260 0,096 TT 9,3 
20 ap 2 18° 200 0,107 0,165 0,058 59,8 7,8 
21 12. X. 17,5° 240 0,067 0,181 0,114 73 11,7 
22 12. X. 18° 200 0,046 0,140 0,094 88 8,0 
23 14, X. 18° 240 0,064 0,173 0,109 87,4 9,5 
24 23. X. 16° 240 0,067 0,210 0,143 111 9,6 
25 a7. X. 15,5° 200 0,065 0,179 0,114 82.9 10,3 
26 ‘. 2: 17° 130 0,100 0,202 0,102 92,9 1,4 
27 eet 2° 180 0,062 0,160 0,098 62 11,8 
28 14. XI. | 17° 210 0,187 | 0,209 0,072 67,1 9,4 
29 14. XII. | 15° 200 0,068 | 0,177 0,114") 93,5 9,1 
30 | 16. XII. | 16° 180 0,054 | 0,128 0,074") 18,5 6,3 
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Bedeutung ist.1) Die Versuche 11—17 wurden in den Mo- 
naten Juni bis Juli vorgenommen. In Versuch 11 war der 
Milchsiuregehalt des Wasserstoffmuskels nur um 0,0015°/, 
héher als der des Sauerstoffmuskels; der Sauerstoffverbrauch 
betrug wahrend der halbstiindigen Titigkeitsperiode 69,5 cmm 
pro Gramm Muskulatur. Hieraus errechnet sich ein Verhialtnis 


Milchsiuremehrgehalt im Wasserstoffmuskel 
verbrannte Milchsiure im Sauerstoffmuskel 


von 1,6. Doch haftet diesem Quotienten eine starke Unsicher- 
heit an, weil bei der nicht sehr erheblichen Differenz im Milch- 
siuregehalt der beiden Muskeln schon der durch ihre ver- 
schiedene Vorbehandlung bedingte geringfiigige Mehrgehalt des 
Wasserstofimuskels das Ergebnis ganz wesentlich und zwar im 
Sinne einer weiteren Herabminderung des Quotienten beein- 
flussen kénnte. In Versuch 12, der an einem Frosch einer 
anderen Sendung angestellt wurde, war gar der Milchsdure- 
gehalt des Sauerstoffmuskels héher als der des Wasserstoff- 
muskels, allerdings innerhalb der Fehlergrenze der Milchsaure- 
bestimmung, trotzdem gerade in diesem Versuche die Atmung 
den héchsten, jemals wihrend der Tiatigkeitsperiode von uns 
beobachteten Wert erreichte. Die drei folgenden Versuche 
zeigen zwar samtlich erhebliche Differenzen zwischen Wasser- 
stoff- und Sauerstoffmuskeln im Sinne eines Mehrgehaltes der 
Wasserstofimuskeln, die Quotienten 
Milchsiuremehrgehalt des H,-Muskels 
verbrannte Milchséure im O,-Muskel 

liegen aber zwischen 3,2 und 5,2. In Versuch 16 zeigte der 
Wasserstofimuskel am Schlusse des Versuches einen Milch- 
siuregehalt von 0,163°/, gegeniiber einem solchen von nur 
0,069 °/, im Sauerstoffmuskel. Bei einem gleichzeitigen Sauer- 
stoffverbrauch von 65 cmm pro Gramm Muskel errechnet sich 
hieraus ein Quotient von nicht weniger als 10,7. Auch in 
dem am nichsten Tage vorgenommenen Versuch 17 wurde ein 
ziemlich hoher Quotient, namlich 6,7 ermittelt. Zeigten die 











1) Wir schlieBen dies namentlich auch aus zahlreichen friiheren 
Versuchen, die freilich mit weniger vollkommener Methodik (direkte 
Reizung) ausgefiihrt wurden. 


18* 
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wahrend der Monate Juni und Juli vorgenommenen Versuche 
in ihren Ergebnissen eine groBe UnregelmaBigkeit, so lieBen 
sich wihrend der Monate August und September Versuche 
iiberhaupt nicht durchfiithren, weil die indirekte Erregbarkeit 
der Muskeln sehr bald nachlieB. Gleichzeitig trat, wie bereits 
oben hervorgehoben, eine starke Vermehrung der anaeroben 
Milchsiurebildung im Ruhemuskel ein, die wohl auch als Aus- 
druck der schlechten Beschaffenheit der Muskeln anzusehen war. 

Die Erfahrungen des Vorjahres, in dem wir im Spitherbste 
und zu Beginn des Winters aufSerordentlich groBe Unterschiede 
im Milchsiuregehalt der Wasserstofi- und Sauerstoffmuskeln 
gefunden hatten, lieSen uns von vornherein erwarten, daB zu 
dieser Jahreszeit die Versuchsbedingungen giinstigere sein 
wirden. ‘Tatsichlich nahmen die Versuche 18—30, die in der 
Zeit vom 4. Oktober bis zum 16. Dezember an frischen Friéschen 
mit besonders leistungsfahigen Muskeln, wie sie gerade zu dieser 
Jahreszeit zur Verfiigung stehen, vorgenommen wurden, einen 
weitaus regelmaiBigeren Verlauf als die bisher geschilderten. 
Die hier niedergelegten Versuche sind die simtlichen, die bis 
zum Ende durchgefiihrt werden konnten, mit Ausnahme eines 
einzigen, bei dem die Versuchsanordnung wesentlich abgeandert 
wurde.) Wie man sieht, ist in all diesen Versuchen der 
Milchsiuremehrgehalt des Wasserstoffmuskels ein sehr betracht- 
licher. Die niedrigste Differenz fand sich in Versuch 20, wo 
sie immerhin 0,06°/, betrug und sich bei einem Sauerstoff- 
verbrauch von 59,8cmm pro Gramm Muskel in 30 Minuten ein 
Quotient von 7,3 berechnete. Den héchsten Unterschied weist 
Versuch 24 auf, in dem der Milchsduregehalt des Sauerstoff- 
muskels 0,067°/,, derjenige des Wasserstoffmuskels aber 0,21°/, 
betrug. Trotz des auBerordentlich hohen Sauerstoffverbrauches 
von 111 cmm pro Gramm Muskel in 30 Minuten betrigt der 
Quotient 9,6. 





1) Hier wurden 240 Reize innerhalb 10 Minuten (statt 80 Minuten) 
gegeben, wobei — anscheinend sowohl durch héheren Milchsiuregehalt 
des Sauerstoffmuskels wie durch niedrigeren des Wasserstoffmuskels — 
die Differenz im Milchsiuregehalt nach aerober und anaerober Tiitig- 
keit stark vermindert wurde (Quotient: 5,5). 
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Berechnet man in diesem Falle unter Zugrundelegung 
eines Ruhemilchsiurewertes von 0,03°/,, wie wir ihn in einer 
gréBeren Anzahl von Versuchen an frischen Semimembranosen 
ermittelten, die Milchsiurebildung wihrend der Tatigkeit des 
Wasserstoffmuskels zu 0,18°/,, so ergibt sich bei einer Zuckungs- 
zahl von 240 als Durchschnittswert fiir die Kinzelzuckung eine 
Milchséurebildung von 0,75 mg, ein Wert, der sich dem aus 
Beobachtungen von Meyerhof, freilich unter in mancher Hin- 
sicht abweichenden Versuchsbedingungen berechenbaren von etwa 
0,9 mg pro Zuckung nihert.') In einer Reihe unserer Wasserstoff- 
versuche war bei ahnlicher Zuckungszahl der Milchsiuregehalt 
des Wasserstoffmuskels noch héher, in anderen aber wesentlich 
niedriger, und dementsprechend verhielten sich die pro Zuckung 
berechneten Durchschnittswerte fiir die Milchsiurebildung. 
‘Milchsiuremehrgehalt 
verbrannte Milchsaiure 
iiber dem von Meyerhof beobachteten Héchstwert von 6, nur 
in Versuch 30, der gegen Schlu8 der in Frage kommenden 
Versuchsperiode vorgenommen wurde, wurde ein Quotient 
unter 7 (6,3) beobachtet”), zweimal ein solcher zwischen 
7 und 8, einmal der Quotient 8, wihrend er in den Versuchen 
18, 19, 21, 23, 24, 25, 27, 28 und 29 gréBer als 9 war, hier- 
bei mehrfach (Versuche 18, 21, 25 und 27) hdher als 10. Die 
Differenzen zwischen dem Wasserstoffmuskel und Sauerstoff- 
muskel sind in all diesen Fillen so betrichtlich, daB der am 
Beginn der Reizungsperiode vorhandene Mehrgehalt des Wasser- 
stoffmuskels an Milchsiure nichts Wesentliches an dem Er- 
gebnis andern kann. 

Wie sind unsere Versuche zu deuten? Um Versuchs- 
fehler kann es sich angesichts der Kinheitlichkeit der Ergeb- 
nisse der eben geschilderten und einiger weiter unten zu be- 





Die Quotienten liegen ausnahmslos 


1) O. Meyerhof, Pfliigers Arch. Bd. 182, 5. 249 (1920). 

*) DaB dies nicht an der Verwendung von Stickstoff statt Wasser- 
stoff liegt, geht auBer aus der Tatsache, dai der von uns verwandte, 
griindlichst gereinigte Wasserstoff nur eine ganz geringe Ruhemilch- 
siurebildung veranlaBte, aus dem in gleicher Weise angestellten Ver- 
such 29 hervor, wo der Quotient 9,1 betrug. 
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sprechender Versuche bestimmt nicht handeln, wobei wir noch 
darauf hinweisen wollen, daB wir die BarcroftgefaBe, in denen 
der Wasserstoff- und Sauerstoffversuch stattfand, absichtlich 
von Versuch zu Versuch vertauschten und damit auch die ganze 
Reizvorrichtung. 


Nur zwei Deutungen kamen unserer Meinung von vorn- 
herein in Frage. Entweder war entsprechend der Hill-Meyer- 
hofschen Theorie die gesamte oder nahezu die gesamte Milch- 
siure, die wahrend der Arbeitsperiode auftrat, wirklich wihrend 
der einzelnen Zuckungen, und zwar unter aeroben und anaeroben 
Bedingungen in gleicher Menge gebildet, die von uns errech- 
Milchsiuremehrgehalt 
verbrannte Milchsaéure 
Oxydationsquotienten im Sinne Meyerhofs aufzufassen; dann 
war das von uns verwandte Frosch- und Muskelmaterial also 
imstande, unter Verbrennung eines Teiles Milchsiiure ein sehr 
viel héheres Vielfaches der gleichen Substanz in Kohlehydrat 
zuriickzuverwandeln als friiher jemals beobachtet wurde. Oder 
aber die ganz auBergewohnliche Hohe der von uns ermittelten 
Quotienten war darauf zuriickzufiihren, daB von vornherein 
wihrend der Tatigkeit des Wasserstoffmuskels mehr Milch- 
siure entstanden war, als wahrend derjenigen des Sauer- 
stoffmuskels, Zur Entscheidung dieser Frage haben wir 
wihrend des Monats Oktober 1926 eine Reihe von Versuchen, 
die in Tab. 4 zusammengefaBt sind, an dem gleichen Material, 
das zu den eben geschilderten Oktoberversuchen benutzt wurde, 
in der Art angestellt, daB wir zunichst beide Muskeln unter 
den gleichen Bedingungen wie friiher wihrend einer 1/, Stde. 
in Sauerstoff reizten. Hierbei tritt, wie wir oben (Tab. 2) sahen, 
beiderseits annihernd die gleiche Milchsiurebildung auf. Der 
in dem unmittelbar nach Abschlu8 der Arbeitsperiode in dem 
einen Muskel ermittelte Milchsiurewert war also auch fiir den 
zweiten Muskel giiltig. Dieser erholte sich jeweils 30 Min. 
in Sauerstoff. Wahrend der Erholungsperiode wurde (ebenso 
wie vorher in der Arbeitsperiode) der Sauerstoffverbrauch be- 
stimmt und aus der wahrend 1/, stiindiger Erholung verschwun- 
denen Milchsiuremenge und dem gleichzeitigen Sauerstoffver- 


neten Quotienten waren also als wahre 
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h ' brauch der wahre Oxydationsquotient berechnet. Aus der 

| Vertikalreihe 11 ist ersichtlich, daB in 5 Versuchen viermal 
2 _ die Oxydationsquotienten zwischen 2,8 und 4,9, also ganz inner- 
2 _ halb der von Meyerhof gefundenen Grenzen gelegen waren, 


nur in Versuch 32 wurde ein Quotient von 6,6 gefunden. Dieser 
Quotient liegt nur wenig tiber dem von Meyerhof beobach- 
teten Héchstwert (6,0). Es lag demnach weder an der von uns 
verwandten Muskulatur, noch an der technischen Ausfiihrung 
unserer Versuche, da8 der wahrend der Tatigkeit beobachtete 
Quotient 


_Milchsiuremehrgehalt im Wasserstofimuskel 
verbrannte Milchsiiure im Sauerstoftmuskel 


Werte erreichte, die die héchsten jemals beobachteten Oxy- 
dationsquotienten weit iberschritten. 






































Tabelle 4. 

Yo ck Co a ee ee 10 | 11 
ie ts Muskel I Muskel II [up 

: Cle le. .|ssea|, bal wodlews Flos. 

A 51? (2255) pS loo-85| S518 82189 5 

a Datum] § BS) 2248| sogsls aa's Ase §o5 15 23 0.-Q 
> a Ss 4| 2 oS [om | 6 ia Ses WJ. 
311996] PJ—~|SS5 8 ssa“ l2.a |\4e 4s. |, ao 

n Sl SlSos |S somleged sc S15 OR 

7 Sg), § [ae idee 12 2S .\in emm prog|? so 

> = |S | nach | wihrend [2% 49 oe Pe las 

ae ee [|S |] der Tiatigkeit a uskel) a 
gi |15.X./17,5]270] 0114 | 866 | 0,081 | 82,7] 67,3 |0,033 | 3,7 

| 

32 |15.X.]18 |300] 0170 | 76,5 | 0,092 | 74,1 | 88,8 | 0,078 | 6,6 
33 |21.X.]17 |180] 0,078 925 | 0,054 | 94,9] 63,6 | 0,024 | 2.8 
34 |23.X%.]16 |360] 0,184 | 118 0,113 | 119,5 | 106,7 | 0,071 | 4,9 
35 |25.X.J16 |180] 0,057 | 68,3 | 0,034 | 67 | 47,8 |0,023 | 3,6 
































Freilich konnte gegen die zuletzt besprochenen Versuche 
noch ein Einwand erhoben werden. Nach den Feststellungen 
Meyerhofs kann nimlich der Oxydationsquotient bei Schi- 
digungen des Muskels eine Minderung erfahren, und es war 
nicht in Abrede zu stellen, daB die Sauerstoffmuskeln wihrend 
des auf eine Tatigkeitsperiode folgenden Ruheaufenthaltes in 
Sauerstoff schwerer geschadigt sein konnten als wahrend der 
vorangegangenen Arbeitsperiode. Da8 dieses Moment praktisch 
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bedeutungslos fiir die niedrigen Oxydationsquotienten wihrend 
der Erholung ist, geht aus drei weiteren gleichsinnig verlaufenen 
Versuchen hervor, deren Ergebnis in Tab. 5 niedergelegt ist. 
In diesen Versuchen wurden zuerst beide Muskeln unter den 
friiher geschilderten Bedingungen in Sauerstoff gereizt und dann 
gleich lange (830 oder 40 Minuten) der Erholung in Sauerstoff 
tiberlassen. Da8 nach gleichlanger Erholung hierbei beiderseits 
annihernd gleiche Milchsiurewerte auftreten, wurde bereits 
oben besprochen. Unmittelbar anschlieBend an die Erholung 
beider Muskeln in Sauerstoff wurde der Sauerstoff in dem einen 
Barcroftapparat durch Wasserstoff ersetzt, und nunmehr sofort 
ein zweiter Reizversuch vorgenommen. Wie man sieht, blieb 
auch jetzt der Milchsiuregehalt der Sauerstoffmuskeln niedrig 


Milchsiuremehrgehalt 
verbrannte Milchsaiure betrugen 8,9, 7,6 und 


9,8, lagen also durchaus auf der in den Versuchen der Tab. 3 
beobachteten Héhe. Hiernach erscheint es als ausgeschlossen, 
daB die niedrigen mit den Meyerhofschen iibereinstimmenden 
Oxydationsquotienten wihrend der Erholung der Muskeln in 
Sauerstoff durch eine infolge der vorangegangenen Tatigkeit 
eingetretene Muskelschidigung erklarbar sind, sondern fraglos 
liegt ein charakteristischer und durchgreifender Unterschied im 
Verhalten des ruhenden und des tatigen Muskels vor. Ernst- 
lich scheint uns hier nur die eine Méglichkeit zu bestehen, 
daB der Unterschied im Milchsiuregehalt des Wasser- 
stoffmuskels und des Sauerstoffmuskels nicht nur da- 
durch verursacht war, daB im Sauerstoffmuskel Milch- 
siure verschwand, sondern auch dadurch, da8 wihrend 
der Tatigkeit im Wasserstoffmuskel mehr Milchsaiure 
gebildet wurde.') 

Ist dies aber der Fall, so kann die Mehrbildung im Wasser- 
stoffmuskel nur in die Ruhepausen zwischen den einzelnen 
Zuckungen fallen, weil nach den von v. Weizsacker und Hill 


und die Quotienten 











*) Die etwa noch in Betracht kommende Erklérungsméglichkeit, 
daB die Oxydationsquotienten in der Zeit unmittelbar nach der Zuckung 
weitaus héher sind als in der spiiteren Erholungszeit, mu8 von vornherein 
als im héchsten MaBe unwahrscheinlich angesehen werden. 
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sewonnenen Krgebnissen die gesamte wihrend der Zucku 
treiwerdende Energiemenge und damit natiirlich auch die Mil: 
siiuremenge von der Sauerstofiversorguug tunabhiingig ist. 

Ks ist nicht méglich, auf Grund der in der vorlegendea Arbe 
und der von fritheren Autoren vorgenommenen Untersuchung: 
den Betrag dieser in die Pausen zwischen den Zuckunge: 
fallenden Milchsiiurebildung bei anaerober Reizung genau 
berechnen, daftir sind die Oxydationsquotienten bei der Musk 
erholung nach den Ergebnissen Meyerhofs von viel zu ver 
schiedener GréBe. Wir wollen aber einen wesentlich héhere: 
durchschnittlichen Oxydaticnsquotienten, als Meyerhof i 
annimmt, zugrunde legen, nimlich einen solchen von 5, d 
dem héchsten von dem genannten Autor am isolierten Muske! 
iiberhaupt ermittelten (6) nahekommt. Dann wiirde in unser 
Tatigkeitsversuchen diejenige Milchsiiuremenge, die dem Betrag 
eptspricht, um den der Quotient 5 iiberschritten wird, wihrend 
der Zuckungspause entstanden sein. In einer Reihe unserer 
Versuche wiirde also mehr als die Hilfte, in anderen nicht 
viel weniger als die Hilfte der gesamten wihrend der anaeroben 
Arbeit gebildeten Milchsiure erst nach der Zuckung gebilde 


sein.) 
(segen die in unserer ersten Arbeit angewandte Methodik 
hat Meyerhof — vielleicht nicht mit Unrecht — das Be- 


denken erhoben, 
Reizung irreversibel geschidigt wurden und dadurch die nach- 


daB die Muskeln bei der angewandten direkte1 


tragliche Milchsiurebildung zustande kam. Fir die vorliegende 
Arbeit diirfte eine irreversible Schidigung der Wasserstofi- 
muskeln bei der tiberaus schonenden und keineswegs bis 2u 
stirkerer Ermiidung fortgesetzten Reizungsart kaum in Betracht 


) Wiirden wir den Durehschnitt der von uns an dem gleichen 
Muskelmaterial, das zu den Hauptversuchen diente, bei der Erholung 
beobachteten Oxydationsquotienten unserer Rechnung zugrunde legen, 
80 wiirden wir einen wesentlich niedrigeren Oxydationsquotienten, niimlich 


4,3 (siehe Tab. 4) annehmen miissen; doch scheint uns — nicht nur im 
vorliegenden Falle — die Errechnung von Durchschnittswerten aus so 
verschiedenen Einzelergebnissen, wie die Oxydationsquotienten des er- 
holten Muskels es sind, tiberhaupt uur sehr beschrinkten Wert zu be 
sitzen. 
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kommen. Wir haben aber angesichts der von Meyerhot 

‘juBerten Anschauung, dab solche Schiidigungen sich eher noch 
als in einer mangelnden Restitution der Funktion in einer ver- 
minderten Hithigkeit, die gebildete Milchsiure durch Oxydation 
und Resynthese zu Zucker wieder zu beseitigen, iuBern, in 
einer Reihe von Fallen zuniichst beide Muskeln unter den 
mehriach geschilderten Bedingungen im_ wasserstoffgefiillten 
Barcroftapparat arbeiten lassen. (Wir sahen oben, daB hiernach 


praktisch beiderseits gleiche Milchsaurewerte gefunden werden. 


¥ * 
' 


L) ine dieser Muskeln wurde unmittelbar nach der Arbeits- 
periode zur Milchsiiurebestimmung benutzt, der zweite erholte 
sich verschieden lange in Sauerstoff. 

in Tab. 6 sind 4 derartige Versuche zusammengestellt; in 
den Versuchen 39 und 40 betrug die EKrholungszeit 60 Minuten. 
li Versuch 39 hatten die Muskeln keine sehr kriiftigen Kon- 
traktionen gezeigt, und der unmittelbar nach der Arbeit ge- 
fundene Milchsiurewert betrug 0,i07°/,, nach einer Stunde 
war er auf 0,08°/, abgesunken. In Versuch 40 ging der Milch- 
siituregehalt von 0,176°/, unmittelbar nach der Arbeit wiihrend 
60 Minuten auf 0,105°/, herab. Da bei irgend schwererer 
Muskelschidigung die Oxydationsquotienten niedrige Betrige 
erreichen, wurde in den Versuchen 41 und 42 die Versuchs- 
anordnung derart abgeindert, daB beide Muskeln unmittelbar 
nach der anaeroben Tiitigkeit zunichst fiir 15 Minuten in Sauer- 
stofi kamen. Nach Ablauf dieser 15 Minuten wurde in dem 
einen Muskel die Milchsiiure bestimmt, wihrend der andere 
sich weitere 30 Minuten in Sauerstoff erholte, um erst dann 
aut seinen Milchsiuregehalt untersucht zu werden. Wie man 
sieht, erfolgt wihrend der 30 Minuten langen Erholung in 
beiden Fallen ein starkes Absinken der Milchsiure, und die 
bei normaler AtmungsgréBe beobachteten Oxydationsquotienten 
sind keineswegs besonders niedrig (2,6 und 4,7). 

Auch der Einwand einer irreversiblen Schidigung des 
Wasserstofimuskels kommt also nicht in Betracht, und es kann 
wohl kein Zweifel daran bestehen, daB ein ganz wesentlicher 
Teil der bei der anaeroben Arbeit gebildeten Milchsiure nicht im 
Kontraktionsaugenblick, sondern erst nachtriiglich entsteht. Wir 
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Tabelle 6. 

1 2 5) t dD 6 7 S 

i Muskel | Muskel II FE 

= = | Zahl | Milch- | | < 

= 2 der siiure Q,-Ver- — Milch- = 

= Datum = | Reize [mach Ab-} Dauer brauch siure 5 

2 1926 = * schluB d. der Kr- wahrend nach der s 

= 5 Reizung holung der Er- | Erholung} = 

fs oc 130 Min. | jn 0/, der} in Min. holung in °/, der! & 

- Muskul. inemm Muskul.j <£ 
i ~ 

39 | 19. XT. | 15° 150 0,107 60 0,080 

10 | 19. XI. 715°] 150 0,176 60 0,105 

41 | 24. XI. | 14°] 200 0,128 30 TD 0,099 

42 } 24. XI. | 14°] 200 0.115 30 64 0.073 | 


kommen also zu dem Ergebnis, daB die der Meyerhot-Hil 
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Uber Benzoylproteine. 
2. Mitteilung iiber Proteine. 
Von 


Stefan Goldsehmidt und Walter Schon. 


Mit 1 Figur im Text. 


A iem organischen Laboratorium des chemischen Instituts der Technischen Hochschule 
Karlsruhe.) 


\ 


(Der Redaktion zugegangen am 6. Februar 1927.) 


Die Acylerung natiirlicher Proteine beansprucht aus ver- 
schiedenen Griinden Interesse. Unter der Voraussetzung, dab 
man sie unter méglichst subtilen Bedingungen durchfihrt, wird 
sie Auskunft dariiber geben, mit welcher Zahl von freien Amino- 
und Hydroxylgruppen man in den einzelnen Proteinen zu 
rechnen hat und so die charakteristischen Konstanten ') ‘der- 
selben vermehren. Dann konnte man auf Grund struktureller 
Betrachtungen, die besonders von Herzog?) und Bergmann’) 
entwickelt worden sind und die Proteinmolekiile als polymere 
Diketopiperazine ansprechen, vielleicht erwarten, daB sich 
durch die Acylierung eine Trennung von natiirlichen Gemischen 
solcher Polymerer erreichen lieBe. Wir haben deshalb be- 
gonnen, uns mit der Benzoylierung natirlicher Proteine 
zu beschiftigen. 

Die Benzoylierung, die an SerumeiweiBstoffen zuerst 
in einer sehr sorgfiltigen Arbeit von F. Blum und Th. Um- 

*) Analoge Verwendung der Methylproteine s. Edlbacher, Diese Zs. 
Bd. 107, S. 52 (1919); Bd 108, S. 287 (1919); Bd. 110, S. 153 (1920). 

*) Chem. Ber. Bd. 53, S. 2162 (1921). , 

*) Liebigs Ann. der Chem. Bd. 445, S. 1 (1925). 
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bach’) untersucht worden ist, haben wir deshalb gewihit, wei! 
sich Verseifung der Benzoylkérper und quantitative Bestimmung 
abgespaltener Benzoesiiure sehr einfach gestalten lat; denn, 
wie schon B. und U. gefunden haben und wir bestiitigen kénnen, 
1aBt sich aus den Benzoylkérpern durch mehrstiindiges 
Kochen mit 2—5°/, Natronlauge das gesamte Benzoy!| 
wieder abspalten und nach dem Ansiuern mit verdiinnier 
Schwefelsiure als Benzoesiiure vollig in Ather iiber-. 
fihren, die nach dem Abdunsten des Athers und Aut- 
nehmen in Wasser durch Titration mit Natronlauge 
quantitativ bestimmt werden kann. Ks ist  selbstver. 
stiindlich, daB wir durch einen Blindversuch uns nochmal: 
davon iiberzeugt haben, daB aus Protein selbst unter analogen 
Bedingungen keine bemerkenswerten Mengen iitherléslicher 
Siuren abgespalten werden. 

Als erste Proteine haben wir Casein und Albumin aus 
Hiihnerei der Benzoylierung unterworten. Wir haben dabe' 
die Erfahrung der genannten Autoren bestitigen kénnen, dai 
man zweckmifig in Bicarbonatlésung — nach unseren Er- 
fahrungen am besten mit dem leichter léslichen Kaliumbicar- 
bonat?) — arbeitet. Das Casein haben wir zunichst als Aus- 
gangsmaterial gewihlt wegen einer merkwiirdigen Eigen- 
schaft, die Blum an seinen Benzoylkérpern festgestellt hat. 
Er fand nimlich, daB die aus wasserléslichen Serumalbumine1 
erhaltenen Kérper in allen Loésungsmitteln, sogar auch in 
Alkalien véllig unléslich sind. Da diese Unléslichkeit aber 
auch durch Denaturierung vorgetiuscht sein konnte, schien das 
saure, nicht denaturierbare Casein ein besonders giinstiges 
Auszangsmaterial zu sein, um die Richtigkeit der Blumschen 
Beobachtungen zu priifen. Wir konnten uns aber bei der 
Verarbeitung von Casein, wie spiter auch von Albu- 
min, von der vélligen Unléslichkeit der entstandene» 





1) Diese Zs. Bd. 88, S. 285 (1913). 

*) Die wechselnden Werte in Natriumbicarbonat sprechen datiir, 
daB je nach Art der Zugabe des Benzoylchlorids manchmal etwas un- 
veriindertes Casein oder Benzoylkérper von niederem Benzoylgehalt mit 
herausgeworfen wird. 





Uber Benzoylproteine. 281 


Benzoylkoérper iiberzeugen, die auch in Alkali nur dann 
in Lésung gehen, wenn der gréBte Teil der gebun- 
denen Benzoesiure wieder abgespalten ist. 

Wir geben in der folgenden Tabelle eine Ubersicht der 
erhaltenen Benzoylierungsresultate (Spalte A). 


Casein. 





Zeit A ; B = U 
Te pe ae (resamt- Kalt ver- Diff. schwer 
ie ce eee Benzoy! seif b. verseifb. 
in Stdn. in 9 0 0 
0 0 iO 
0 6 9,8 6.03 3,5 
18 6 9,9 6,6 3.3 
35—40 6 11,9 6,73 5,1 
60—65 6 14,6 9,8 4,4 
80—85 2 13,2 8,0 5,0 
- 14,0 8.6 5,4 
- 4 15,2 8,5 6,7 
‘ 7s) 14,0 8,9 5,1 
a 6 12,4 8,8 3,6 
or wiirmen ‘) MNZOY " ' 
Erwiir men *) 4 Benzoyl 10,1 3.78 6,32 
auf 80° kalt 














Albumin. 
| 9,7 9,55 10,0 | 8,6 8,5 8,64 | 1,2 


50—60 14,7 11,6 3.0 


18 | 

Wir haben es fiir wesentlich gehalten, eine méglichst weit- 
gehende Variation der Versuchsbedingungen eintreten zu lassen, 
um so Konstanz bzw. Verinderlichkeit des Benzoylgehaltes 
dabei kennen zu lernen. Aus der Tabelle geht hervor, da’ 
beim Casein bei Kinhaltung von Temperaturen bis zu 20° eine 
gute Konstanz der Benzoylzahlen besteht; mit steigender Tem- 
peratur tritt durch Hydrolyse des Bicarbonats unter Erhéhung 
der Hydroxylionen eine leichte Aufspaltung des Proteins ein, 
die zu einer weitergehenden Benzoylierung fihrt. Die bei 80° 
ausgetiihrten Versuche ergeben, da auch Einhaltung einer 
optimalen Benzoylierungsdauer notwendig ist, bei deren Uber- 








') In KHCO,-Lésung. 
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schreitung offenbar eine Wiederabspaltung von Benzoyl durch 
den zunehmenden Alkaligehalt der Fliissigkeit (Zersetzung des 
Bicarbonats) erfolgt. 

Da die Benzoylierung des Caseins zur vollstindigen 
Durchfiihrung sehr groBe Mengen Benzoylchlorid erfordert und 
oft schwer zu verarbeitende Produkte liefert, haben wir die 
folgenden Versuche mit Albumin aus Hiihnerei durchgefiihrt, 
das diese Unannehmlichkeiten nicht besitzt, im iibrigen aber 
sich genau so wie Casein verhialt. 


Klassifizierung der Benzoylgruppen. 


Nachdem sich ergeben hatte, da8B bei der Benzoylierung 
von Proteinen unter definierten Bedingungen gut reproduzier- 
bare Werte erhalten werden, muBte man versuchen, die 
eingetretenen benzoylgruppen durch ihrverschiedenes 
Verhalten bei der Wiederabspaltung zu differenzieren. 
Dies ist uns nach verschiedenen Richtungen gelungen. 

Wir haben zunichst die Verseifungsbedingungen gemildert, 
indem wir das Kochen mit 2°/, Natronlauge durch Stehen- 
lassen bei Zimmer-, auch Brutschranktemperatur, ersetzt haben. 
Wartet man unter diesen Bedingungen so lange ab, bis das 
Benzoylprodukt in der Hauptsache verschwunden ist, und be- 
stimmt dann die abgespaltene Menge Benzoesiiure, so _findet 
man, daf diese nur einen — allerdings sehr erheblichen — 
Teil des gesamten Benzoyls ausmacht. Dieser Teil 
bleibt dann auch bei vielstiindigem Stehen unter gleichen 
Bedingungen unverindert; erst nach vielen Tagen wird 
schlieblich das gesamte Benzoyl abgespalten. Wir kénnen 
also, wie aus den Spalten B und C der Tabelle hervorgelt, 
zwei Arten von Benzoylgruppen unterscheiden; die 
eine liBt sich durch kalte Natronlauge leicht und voll- 
stindig abspalten(B), die andere ist gegen die gleichen 
Reagens bestindig (C). Das Verhiltnis dieser beiden Ben- 
zoylgruppen verschiebt sich mit steigender Benzoylierungs- 
temperatur zugunsten von (C). 

Nimmt man die Abspaltung der Benzoesiiure anstatt mit 
2°/, mit n/10-Natronlauge vor und halt vor allem die ‘T'em- 


Uber Benzoylproteine. 283 
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peratur bei 0°, so dauert es viele Tage, bis der Benzoylkérper 
schlieBlich in Lisung geht. Was geschieht im Verlaufe 
dieser Zeit mit dem Bodenkérper? Bleibt dieser unver- 
indert und findet eine Benzoylabspaltung nur unter gleich- 
zeitiger Lésung statt? Oder wird auch aus dem Bodenkérper 
ohne Lisung Benzoyl abgespalten? Um diese Fragen zu ent- 
scheiden, haben wir den ungelésten Bodenkérper einer ein- 
gehenden Untersuchung unterzogen. Wir verfuhren dabei so, 
daB wir das Ausgangsprodukt jeweils bestimmte Zeiten mit 
n/10-Natronlauge bei 0° stehen lieBen, dann vom Ungelisten 
moéglichst rasch zentrifugierten und im Niederschlag nach 
Waschen und Dialyse den Benzoylgehalt bestimmten. Die 
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Resultate sind in der obenstehenden Figur zusammengestellt. 
Man sieht daraus, daB auch aus dem ungeldsten Bodenkérper 
Benzoyl abgespalten wird. Aber diese Abspaltung voll- 
zieht sich in scharf definierten Reaktionsstufen, die 
durch die geraden Linier der Kurve wiedergegeben 
werden. Ihnen entsprechen wenigstens 2 Benzoyl- 
kérper mit 7,6 und 4,8°/, Benzoyl.') Man braucht, um 
diese priiparativ herauszuarbeiten, nur die in der Kurve wieder- 
gegebenen Bedingungen einzuhalten. DaB die Existenz dieser 
Stufen nicht an die n/10-Lauge gekniipft ist, zeigt ein zweiter 


*) Aus der Kurve (I) ergibt sich noch die Existenz einer weiteren 
Stufe mit 8,4°/, Benzoyl; diese ist zwar durch wiederholte Versuche 
sichergestellt, wir haben sie aber wegen ihres geringen Existenzbereiches 
zunichst nicht in Diskussion gestellt. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CLXV. 19 
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Versuch mit 2°/, Lauge bei 0°, der sich in der gleichen Reihen- 
folge nur mit einer vielfach gréBeren Geschwindigkeit abwickelt, 
denn dividiert man die gefundenen Zeiten etwa durch 20, so 
erhailt man eine Kurve, die im wesentlichen der mit n/10- 
Lauge erhaltenen entspricht. 


Theoretische Folgerungen. 


Die véllige Unléslichkeit der Benzoylderivate in 
Lésungsmitteln und Lauge ist eine iiberraschende Tat- 
sache, von der man vielleicht bisweilen mit Erfolg wird Ge- 
brauch machen kénnen, um aus irgendwelchen Lésungen leicht 
lésliche Proteine zu entfernen. Sie gestattet aber auch be- 
merkenswerte Ausblicke, durch welche Gruppen die Wasser- 
léslichkeit und chemische Wandelbarkeit der Proteine bedingt 
wird; es sind dies nicht die Carboxylgruppen, auch nicht allein 
die in geringer Zahl vorhandenen primaren Amidogruppen, 
sondern in erster Linie die Hydroxylgruppen, deren An- 
wesenheit sich in den leicht verseifbaren Benzoylgruppen ver- 
rit. DaB gerade die der Benzoylierung anheimfallenden 
Gruppen auch die Reaktionsfahigkeit von Proteinen 
gegeniiber von Farbstoffen bedingen, zeigt die Wolle; diese 
verliert namlich durch Benzoylierung die Fahigkeit, wesent- 
liche Mengen von basischen und sauren Farbstoffen 
aufzunehmen.') Die Verhiltnisse liegen hier genau so wie bei 
der Acetylierung der Wolle mit Essigsfureanhydrid-Schwefelsiure, 
die von K. Gebhard und vonF. Thine undR. Hayne?) studiert ist. 

Das unterschiedliche Verhalten der Benzoylkérper 
gegeniiber kalter und heiBer Natronlauge stellt zunichst die 
Anwesenheit von mindestens zwei funktionell ver- 
schiedenen Benzoylgruppen sicher. Man wird zu der 
Annahme gedringt, daB die leicht verseifbaren Benzoylgruppen 
der Anwesenheit von Hydroxylgruppen, die schwer verseifbaren 
der von primiren Amidogruppen entsprechen. Diese Annahme 


1) Uber eingehende Versuche dariiber soll demniichst berichtet 
werden; die Benzoylwolle bildet so das Gegenstiick zur aminierten 
Cellulose von Barvoo, Hely. chim, act. Bd. 9, S. 591 (1926). 

*) Zs. ang. Ch. 1914, S. 302; Chem. Zs. 1922, S. 945. 
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]4Bt sich natiirlich nur an Modellen priifen. Wir haben des- 
halb die Aufspaltung einiger einfacher benzoylierter Polypep- 
tide — Hippursadure, Benzoyl-alanylglycin, Benzoyl- 
leucylglycin und Benzoyl-leucyl-alanylglycin — unter- 
sucht und dabei gefunden, daB die am Stickstoff befindliche 
Benzoylgruppe unter den gegebenen Bedingungen recht be- 
stiindig ist. Etwas anders verhilt sich das benzoylierte 
Diketopiperazin. Hier wird ein Teil der Benzoesiure recht 
rasch abgespalten; dann kommt die Abspaltung zum Stillstand. 
Dies liBt sich nur durch die getrennt verlaufenden Aufspal- 
tungsreaktionen (I und II) verstehen, die mit der Hippursiiure- 
bildung zu Ende sind. Dieser Vorstellung entsprechend konnten 
wir durch Bestimmung abgespaltener Benzoesiure, Titration 
der gebildeten Carboxylgruppen nach Willstitter und 
Waldschmidt-Leitz') einen Abbau zu etwa 30°/, nach I 
und zu 70°/, nach II sicherstellen, auBerdem die Hippur- 
siure, deren Entstehung aus Dibenzoyl-diketopiperazin be- 
reits von Sasaki?) festgestellt ist, priiparativ gewinnen. Da 
sich aber mit groBer Wahrscheinlichkeit eine Benzoylierung 
etwa vorhandener Diketopiperazinringe ausschlieBen 1labt>), 
so darf man die geringe Menge schwer verseifbaren 
Benzoyls auf die Bindung an primiren Amidostickstoff 


setzen. 
NCOC,H, COC,H,. 
H,C*~ NC=0 
I eS: NaOH | 2 Nae 








O=C lie 


io 
NCOC,H; COOH 


NH 
NaOH H,C~ SC=0 
| ee. a | + 2C,H,;CO,H —-> Glycyl-glycin. 
= CH. 
NU 
NH 





*) Chem. Ber. Bd. 54, S. 2988 (1921). 

*) Chem. Ber. Bd. 54, S. 2688 (1921). 

*) Benzoylalbumin zeigt ebenso wie Albumin selbst einen sehr 
schnellen Hypobromitverbrauch; N-Dibenzoyl-diketopiperazin wird da- 
gegen von Hypobromit nicht angegriffen, vgl. hierzu die gleich- 
zeitig erscheinende Arbeit in Liebigs Ann. der Chem. von G. und Mitarb. 

19* 
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Es erscheint reizvoll, den Anteil des Gesamtstickstofis, 
der aus diesen Folgerungen sich fiir primairen Amidostickstofi 
errechnet, mit den Resultaten auf Grund anderer Methoden 
zu vergleichen; hierbei dient als Grundlage, daB auf eine Amido- 
gruppe nur eine Benzoylgruppe in das Molekiil eintritt. Denn 
aus zahlreichen Benzoylierungen Emil Fischers an Modellen 
geht hervor, daB dies stets der Fall ist; er hat beim Arbeiten 
in Bicarbonatlésung unseres Wissens nie einen Eintritt von 
Benzoyl in eine NHCO-Bindung beobachtet. 


Methode van Slyke Formoltitr. | Benzoylier. 


Casein ~- 5°, 2,9 °/, prim. NH,-Stickstotf 


Albumin ai, — 1,2 in °/, d. Ges.-Stickst. 


DaB die van Slyke-Bestimmung zu hohe Werte an Pro- 
teinen liefert, ist sehr wohl méglich; da mam in essigsaurer 
Lésung iiber 1 Stunde schiitteln mu, kann bereits eine geringe 
Hydrolyse — Bildung neuer Amidogruppen — stattfinden.') 
Das Anwachsen der Benzoylzahlen mit steigender Temperatur 
entspricht einer durch milde Hydrolyse bedingtem Anwachsei 
benzoylierbarer Gruppen. DaB diese nicht nur aus neu ge- 
bildeten Amidogruppen bestehen, zeigt die Verteilung bei kalter 
und heiBer Verseifung. Vielmehr bilden sich auch neue 
Hydroxylgruppen, die nur einer Aufspaltung sauer- 
stoffhaltiger Ringe entstammen kénnen. Die Anschau- 
ungen von Bergmann’) und Karrer®) iiber die Bedeutung 
solcher Ringsysteme in der Struktur der Proteine erfahren 
somit eine experimentelle Stiitze. DaB die entstehenden Hy- 
droxylgruppen sehr labil sind, vielleicht einer schnellen Zer- 
stérung (Umlagerung) unterliegen, liBt sich folgendermaBen be- 
weisen. Nimmt man die Benzoylierung des Caseins bei 80" 
innerhalb 4 Stunden vor, so entsteht eine Benzoylverbindung 
mit 15,2°/, Benzoyl, von denen 6,7°/, schwer abspaltbar sind. 
Erwirmt man jedoch zuerst 4 Stunden in (Bi)carbonat auf 80° 


to - 





') Uber dahingehende Beobachtungen bei der Desaminierung vou 
Wolle vgl. Dipl.-Arbeit W, Kénig, Karlsruhe 1927. 

2) Chem. Ber. Bd. 56, S. 1280 (1923); Diese Zs. Bd. 181, S. 1 (1923). 

’) Helv. chim. act. Bd. 7, S. 768 (1924). 
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und benzoyliert dann die kalte mit Kohlensiéure gesiittigte 
Lésung, so resultiert eine Verbindung mit 10,2°/, Benzoyl. 
Aber der schwer abspaltbare Teil betrigt auch hier 6,3°/,. 
Das will sagen, daB die der Benzoylierung zufallende Menge 
primarer Amidogruppen in beiden Fallen etwa gleich groB ist, 
daB aber die durch Hydrolyse entstehenden Hydroxyl- 
gruppen nur dann erhalten bleiben, wenn sie sofort 
durch Benzoylierung abgefangen werden. 

Das Verhalten des Benzoylalbumins gegen n/10-Lauge 
kann so zu deuten sein, daB lediglich unter Abspaltung 
von Benzoyl eine weitere Differenzierung der sogenannten 
leicht abspaltbaren Gruppen eintritt. Es ist aber auch még- 
lich, da8 die scharf hervortretenden Treppenstufen im Verlauf 
der Kurve (I) nicht nur einer Abspaltung von Benzoyl, sondern 
auch der gréBerer Molekilbruchstiicke héheren Ben- 
zoylgehaltes aus dem Gesamtmolekiil entspricht. Diese Frage 
wird nur durch eingehende Untersuchung der einzelnen Re- 
aktionsstufen zu priifen sein. .In einem Vorversuch haben wir 
fiir die zweite Méglichkeit Anzeichen erhalten, da die Benzoyl- 
kérper mit 9,7 und 4,8°/, Benzoyl in ihrem Tryptophangehalt 
Unterschiede aufweisen. 

Der Notgemeinschaft deutscher Wissenschaft und dem 
Japanausschu8 der N. G. danken wir fiir die gewahrten Unter- 
stiitzupgen ergebenst. 


Beschreibung der Versuche. 


Benzoylierung von Casein. 


5g Casein Hammarsten werden durch allmihliches Ein- 
stiuben in 350ccm gesittigte Natriumbicarbonatlésung unter 
Turbinieren gelést. In die klare Lésung werden nun unter 
méglichster Konstanthaltung der Temperatur und kriiftigem 
Turbinieren langsam 20ccm Benzoylchlorid eingetropft. Man 
kontrolliert dabei stets die schwach alkalische Reaktion der 
Flissigkeit und setzt gegebenenfalls noch festes Bicarbonat 
nach. Allmahlich beginnt die Ausscheidung eines farblosen 
Kérpers, der aus einer Mischung von Benzoesidure und Benzoyl- 








; aes Fs 
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kérper besteht. Durch erneute Zugabe von Benzoylchlorid 
und Bicarbonat liBt sich die Ausbeute an diesem Produkt 
erheblich erhéhen. Insgesamt wurden so 60—80ccm Benzoy)- 
chlorid und 50g festes Bicarbonat zugesetzt. ') 

Arbeitet man mit KHCO,, so lést man 5g Casein in 
350ccm 15°/,iger KHCO,-Losung, verfahrt im iibrigen wie 
oben, nur setzt man etwa 75g KHCO, fest nach. Ausbeute: 
etwa 75°/, des angewandten Caseins. 

Das abgeschiedene Produkt wird durch AbgieBen von der 
iiberstehenden Fliissigkeit getrennt, eventuell wenn es sich 
nicht absetzen will, durch Zentrifugieren. Dann wird es mebhr- 
mals mit gesittigter Bicarbonatlésung durchgeriihrt und jeweils 
durch Zentrifugieren von ihr getrennt. Dasselbe Verfahren 
wiederholt man mit verdiinnter Essigsiure, mit der man einige 
Stunden stehen laBt, und schlieBlich mit destilliertem Wasser. 
Zur Entfernung immer noch eingeschlossener Benzoesiure wird 
das Ungeléste mehrmals mit absolutem Alkohol verrieben, 
dann ausgekocht und schlieBlich mit Ather im Extraktions- 
apparat erschépfend ausgezogen. Vor der Analyse wird zuerst 
im Exsiccator und schlieBlich im Trockenapparat im Vakuum 
bei 100° zur Gewichtskonstanz getrocknet. 


Benzoylbestimmungen: 


a) HeiB. Etwa 0,2 g¢ Substanz wurden mit 20 ccm 5°/, ige: 
Natronlauge tibergossen und 2—3 Stunden am Riickflu&kiihler 
erhitzt.”) Dabei ging allmihlich alles in Lésung. Nach dem 
Erkalten wurde mit verdiinnter Schwefelsiure angesiuert und 
4—5mal mit Ather ausgeschiittelt. Die Atherlésung wurde 
mehrmals mit wenig Wasser gewaschen und dann auf dem 
Wasserbade zur Trockne verdampft. Der verbleibende Riick- 


1) Man iiberzeugt sich an einer kleinen Menge filtrierter Fliissig- 
keit von der Beendigung der Reaktion dadurch, da8 durch Zugabe von 
Benzoylchlorid nur noch itherlésliche Benzoesiiure ausgefallt wird. 

*) Mit verdiinnten Siiuren wird das Benzoylprodukt beim Kochex 
nur langsam angegriffen. Nach 2 Stunden sind erst 2,5°/) des Benzoy!s 
abgespalten. 


J j 
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stand wurde in warmem Wasser geliést und die entstandene 
Liésung mit Natronlauge titriert. 

b) Kalt. Je etwa 0,15¢ Benzoylprodukt wurde mit 25 ccm 
2°/,iger Natronlauge tibergossen und bei Zimmertemperatur 
belassen, bis auf eine geringe Triibung alles in Lésung ge- 
gangen war. Dies dauerte etwa 2!/, Stunden. Dann wurden 
zu bekannten Zeiten der Liésung je 25ccm entnommen, an- 
gesiiuert und wie oben die Benzoesiure bestimmt. 

Ausgangsmaterial: Produkt mit 8,5°/, Benzoylgehalt. Die 
Lésung enthielt in 750cem Natronlauge 6,45 g Benzoylprodukt. Je 
25 eem verbrauchten nach 2'/, Stunden 2,68 eem; nach 3'/, Stunden 
2,69 cem; nach 8 Stunden 2,60 cem; nach 18 Stunden 2,74 cem; nach 
8 Tagen 2,92 eem n/20- NaOH. Nach 2stiindigem Kochen wurden da- 
gegen 3,76 cem verbraucht. 

Gef. abgespaltenes Benzoy] nach 2'/, bis 8 Stunden Mittel 6,20° ,; 
nach 18 Stunden 6,71°/,; nach 3 Tagen 9,20°/). 

Bei allen weiteren Versuchen wurde der durch kalte Natron- 
lauge abgespaltene Teil an Benzoyl stets nach 12—14 stiin- 
digem Stehen bestimmt. 


Benzoylierung in Natriumbicarbonat. 
Temp. 0°: 0,7368 g Substanz verbrauchten 12,05 cem n/20-NaOH. 
Gef. 8,6°/, Benzoyl. 


18°: 0,4456 g Substanz verbrauchten 8,6 cem NaOH; 0,3870 
Substanz verbrauchten 6,67 eem NaOH. 


Gef, 10,1, 9,04°/, Benzoyl. 


Benzoylierung in Kaliumbicarbonat. 


Benzoyl-Temp. 0°: a) 0,4039 g Substanz verbrauchten 17,47 cem 
n/20-NaOH; b) 0,3149 g Substanz verbrauchten 3,75 cem n/20 - NaOH. 


Gef. a) 9,8°/,, b) 6,3°/, Benzoyl. 


18°: a) 9,2943 g Substanz verbrauchten 5,55 cem n/20- NaOH; 
b) 0,4554 g Substanz verbrauchten 7,50 cem n/20-NaOH. 


Gef. a) 9,90°/,, b) 6,60°/, C,H,CO. 


35—40°: a) 0,197 g Substanz verbrauchten 3,95 ecm NaQH; nach 
b) 0,4755 g Substanz verbrauchten 10,60 cem NaOH. 


Gef. a) 11,9°/,, b) 6,73°. 
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60—65°: a) 0,4930 g¢ Substanz verbrauchten 13,79 cem NaOH: 
b) 0,3788 g Substanz verbrauchten 7,00 eem NaOH. 


Gef. a) 14,6°/,, b) 9,76 °/o. 
80—85°: Wechselnde Benzoylierungsdauer, sonst gleiche Bedin- 
gungen. 
2 Stunden: a) 0,4226 g Substanz in 10,7 cem NaOH; b) 0,982 ¢ 
Substanz in 7,51 eem NaOH. 


Gef. a) 13,2°/,, b) 8,0°/o. 


3 Stunden: a) 0,7824 g Substanz in 20,75 cem NaOH; b) 0,3194 ¢ 
Substanz in 5,25 cem NaOH. 


Gef. a) 14,0°/,, b) 8,6%/,. 


4 Stunden: 0,5162 g Substanz in 15,05 cem NaOH; b) 0,4989 ¢ 
Substanz in 4,05 cem NaOH. 


Gef. a) 15,28°%/,, b) 8,51°/). 


6 Stunden: a) 0,2410 g Substanz in 5,6 cem NaOH; b) 0,3087 ¢ 
Substanz in 5,25 cem NaOH. 


Gef. a) 12,4°/,, b) 8,88°/). 


Verseifung von Hippursdure. 


3,4996 g Hippursiure wurden mit 100ccm 2°/,iger Natron- 
lauge iibergossen und bei Zimmertemperatur 1 Tag geschiittelt. 
Dann wurde angesaiuert und wie oben durch Ausschiitteln mit 
Ather die abgespaltene Benzoesiure bestimmt. Es wurden 
verbraucht 0,15ccm n/20-NaOH = 0,04°/, d. Th. 


Verseifung von Benzoyl-alanylglycin. 
0,4600 g Substanz in 50ccm 2°/,iger Natronlauge hatten 
nach 1 Tag nach analoger Aufarbeitung kein Benzoyl ab- 
gespalten. | 
Benzoyl-Leucylglycin. 
0,6605 g Substanz wurden in 150 ccm n/10-NaQH bei 0° 
gelést und 16 Stunden sich selbst tiberlassen. Nach dem An- 


siuern fiel unverindertes Ausgangsmaterial vom Schmelz- 
punkt 163° aus. 


Benzoyl-leucyl-alanylglycin. 
0,2629 g Substanz vom Schmelzp. 190—191° wurden in 
50cem n/10-NaOH gelést und 3 Tage bei 0° stehen gelassen. 
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Dann wurde angesiuert und die abgespaltene Benzoesiure 
durch Extrahieren mit Tetrachlorkohlenstoff bestimmt. Dies 
ist nétig, weil die Benzoyl-polypeptide entgegen den Angaben 
der Literatur in Ather etwas léslich sind. Es wurden ver- 
braucht 1,4ccm n/20-NaQH. 


Aufspaltung von Dibenzoyl-diketopiperazin. 

1,1390g Substanz wurden mit 100ccm 2°/,iger Natron- 
lauge tibergossen und dauernd geschiittelt. Nach 4—5 Stdn. 
war alles in Lésung gegangen. Dann wurden der Liésung 
20ccm entnommen und darin wie oben beim Benzoyl-casein 
die abgespaltene Benzoesiure bestimmt. Es wurden verbraucht 
I. 8,59cem n/20-NaOH; II. nach 2 tigigem Stehen wurden ver- 
braucht 8,0ccm. Gef. abgesp. Benzoyl: I. 30,3, II. 28,35 °/,. 

Titration nach Willstatter in 97°/, igen Alkohol: 5 ccm 
der Lésung wurden mit 265ccm absoluten Alkohol verdiinnt 
und nach Zusatz von Phenolphtalein mit n/2-Salzsiure titriert. 
Verbr. zur Riicktitration 3,9 com Salzsiure. Ber. fiir eine 
Ausspaltung zu 30°/, in Glykokoll und Benzoesiure, zu 70°/, 
in Hippursiure 3,76ccm. Die Hippursiure lieB sich durch 
Ansiuern der alkalischen Ausgangslésung leicht abscheiden 
und durch ihren Schmelzpunkt identifizieren. 


Benzoylierung von Hieralbumin. 


9 g feinst pulverisiertes Kieralbumin (Merk.) wird unter 
Riihren und Einstiiuben in 300ccm 15°/,iger Kaliumbicarbo- 
natlésung gelést. Unter fortgesetztem kraftigen Riihren laBt 
man dann innerhalb von 4 Stunden 60 ccm Benzoylchlorid ein- 
tropfen, indem man die Lésung durch Zufiigen von festem 
Kaliumbicarbonat stets schwach alkalisch hilt. Die Beendi- 
gung der Reaktion erkennt man wie beim Casein daran, dab 
weiterer Zusatz von Benzoylchlorid nur noch Benzoesiure aus- 
fillt. Der ausgefallene Niederschlag, der sich viel leichter als 
beim Casein verarbeiten laBt, wird wie dort weiter behandelt 
und gereinigt; desgleichen wurde die Benzoylbestimmung durch 
heiBe Natronlauge (a) und durch kalte Natronlauge (b) aus- 
gefiihrt. Ausbeute: 85—90°/, des Ausgangsmaterials. 
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a) 0,7065 g Substanz verbrauchten 13,1 ccm n/20-NaOH. — 0,6905 ¢ 
Substanz (neuer Darstellung) verbr. 12,5 cem NaOH. — 0,3319 g Subst 
(aus einer Benzoylierung, die mit durch Elektrodialyse sorgfaltig ge- 
reinigtem Material ausgefiihrt war) verbr. 6,05 cem NaOH. 


Gef. 9,70, 9,5, 9,55 °/, Benzoyl. 
b) Verseifungstemp. 13°: 2,7935 g Substanz in 250 ccm n/2-NaOH; 


hiervon je 25cem entnommen nach 11 Stunden verbr. 4,58 ccm, nach 
21 Stunden 4,60 eem NaOH. 


Gef. 8,60, 8,64 °/, Benzoyl. 
Verseifungstemp. 33,6°: 3,51 g Substanz in 300 cem n/2-NaOH: 


je 25 cem entnommen nach 5 Stunden 4,8 cem, nach 21 Stunden 4,75 cei 


NaOH. 
Gef. 8,60, 8,52°/, Benzoyl. 


Verseifung von Benzoylalbumin durch n/10-Natron- 
lauge bei 0°. 

Kine gewogene Menge Benzoylprodukt wurde mit einer 
gemessenen Menge n/10-NaOH bei 0° iibergossen, méglichst 
gut verrieben und bekannte Zeiten bei 0° im Thermostaten 
stehen gelassen. Dann wurde die alkalische Lésung vom Un- 
gelésten durch Zentrifugieren méglichst schnell getrennt und 
abgegossen. Der Niederschlag wurde dann mehrmals mit Wasser 
aufgeriihrt und jeweils wieder durch Zentrifugieren vom Wasser 
getrennt. SchlieBlich wurde der Niederschlag 1 Tag gegen 
Leitungswasser und zuletzt gegen destilliertes Wasser im 
Schnelldialysator dialysiert. Nach erneutem Zentrifugieren 
wurde mit viel Alkohol verrieben und zur Verminderung der 
starken Quellung iiber Nacht damit stehen gelassen. Die dann 
isolierte Substanz wurde im Exsiccator und zuletzt im Vakuum 
bei 100° zur Konstanz getrocknet. Die Benzoylbestimmung 
wurde wie friiher nach a) ausgefiihrt (A). 

Zur Bestimmung der abgespaltenen Benzoesiure in der 
Lésung (B) wurden je 25 ccm derselben mit verdiinnter Schwefel- 
siiure angesiiuert und 5mal mit Ather ausgeschiittelt; im 
iibrigen verfuhr man wie frither. 


1 Stunde: A. 1,7677 g Benzoylprodukt in 100 cem n/10- NaOH; 
B. verbr. 1,00 cem n/20-NaOH. Gef. 1,2°/, Benzoyl. — 0,5130g Subst. 
in 8,1 cem NaOH. Gef. 8,3°/, Benzoyl. 
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2 Stunden: A. 1,5397 g Subst. in 100 cem NaOH; 0,4590 g Subst. 
in 7,45 cem NaOH. Gef. 8,50 °/) Benzoyl. 

3 Stunden: A. 1,5523 g Subst. in 100 cem NaOH; B. verbrauchte 
1,38 cem NaOH. Gef. 1,87 °/, Benzoyl. — 0,5162 g Subst. in 7,40 ecm 
NaOH. Gef. 7,58 °/). 

5 Stunden: 0,7527 g Subst. in 11,2 cem NaOH. Gef. 7,71°)). 

71/, Stunden: A. 2,3200 g Subst. in 100 eem NaOH; B. 4,35 ccm 
NaOH. Gef. 3,8 °/, Benzoyl. — 0,6720 g Subst. in 9,7 cem NaOH. Gef. 
7,60 Jo. 

10 Stunden: A. 0,7164 g Substanz in 10,0 cem NaOH. Gef. 7,35 °/, 
Benzoyl. 

12 Stunden: A. 2,4070 g Subst. in 100 cem NaOH; B. 4,9 cem 
NaOH. Gef. 4,3 °/,. — 0,6836 g Subst. in 9,35 cem NaOH. Gef. 7,18°/, 
Benzoyl. 

14 Stunden: A. 0,7580 g Subst. in 9,5 cem NaOH. Gef. 6,55 °/). 

16 Stunden: A. 0,5920 g Subst. in 6,30 cem NaOH. Gef. 5,60 °/,. 

18 Stunden: A. 1,3378 g Subst. in 100 cem NaOH; B. 2,70 cem 
NaOH. Gef. 4,23°/,. — 0,6618 g Subst. in 6,30eem NaOH. Gef, 4,98°/,. 

32 Stunden: 0,4078 g Subst. in 3,70 cem NaOH. Gef. 4,78 °/. 

2 Tage: 1,1945 g Subst. in 11,00cem NaOH. Gef. 4,87°/). 

14 Tage: 0,2992 g Subst. hatten sich in 25 cem n/10-NaOH ge- 
lést; es wurden verbraucht 4,90 cem n/20-NaOQH. Gef. 8,60°, abgesp. 
Benzoyl. 


Als Ausgangsmaterial war stets Benzoylprodukt mit 9,7°/, 
Benzoyl verwendet; soweit die Mengenverhiltnisse nicht an- 
gegeben sind, wurde stets auf etwa 2g Benzoylkérper etwa 
100 ccm n/10-NaOH verwendet. 

Bei der giinzl. Auswertung erhalt man nach 2 Tagen 60°/, des 
Ausgangsmaterials als Benzoylkérper mit 4,8°/, Benzoyl zuriick. 


Verseifung durch n/2-NaQOH bei 0°. 


Ausfiihrung, wie oben beschrieben, nur unter Verwendung 
von n/2-NaQOH. 


15 Minuten: 0,7522¢ Subst. in 10,3cem NaOH. Gef. 7,4°/, Benzoyl. 

/, Stunde: A. 2,051 g Subst. in 100 cem NaOH; B. 1,50 cem 
NaOH. Gef. 1,53 °/). — 0,7234g Subst. in 10,1cem NaOH. Gef. 7,20°/ . 

1 Stunde: 0,5550 g Subst. in 6,85 cem NaOH. Gef. 6,50 °/,. 

1*/, Stunden: 0,4989 g Subst. in 5,00 com NaOH. Gef. 5,2 °/,. 

5'/, Stunden: 0,3375 g Subst. in 3,833 eem NaOH. Gef. 5,2 °/,. 


Als Material wurde Benzoylkérper mit 10°/, Gehalt an 
Benzoyl verwendet (aus anderem Albumin). 
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Abspaltung durch Stehen mit Wasser. 
2,0528 g Benzoylprodukt (9,7 °/,) wurden mit 50 ccm destil- 
liertem Wasser 2 Tage bei Zimmertemperatur stehen gelassen. 


25 ccm der filtrierten wiBrigen Lisung verbr. 2,75ccm n/20- 
NaOH. Gef. 1,42°/, Benzoyl. 


Benzoylierung bei 50—60° 
Die Benzoylierung wurde unter denselben Bedingungen, 
nur bei 50—60° ausgefiihrt. 


a) 0,38620 g Subst. verbr. 10,1 cem n/20-NaOH; b) 0,4621g Subst. 
verbr. 10,2 ceem NaOH. 
Gef. a) 14,7, b) 11,5°/, Benzoyl. 


Bestimmung des kalt abspaltbaren Benzoyls im 
Benzoylprodukt (4,82°/,). 
Nach b) 1,6245 g Subst. in 100 cem n/2-NaOH, 12 Std.: 25 cem 
der Lésung 2,6 cem n/20-NaOQH. — 20 Stdn.: 50 cem 5,5 cem. 
Gef, 3,48, 3,50°/, Benzoyl. 











Uber die Gewinnung von zymasehaltigen Ausztigen aus 
reifen griinen Tabakblattern. 
Von 


A. Fodor und Reinhold Cohn. 


‘Aus dem Institut fiir Biochemie und Kolloidchemie der Hebriischen Universitit 
zu Jerusalem. ) 


(Der Redaktion zugegangen am 15, Februar 1927.) 


Tabakblatter enthalten wahrend ihres Wachstums und 
unmittelbar nach ihrer Ernte eine betrichtliche Menge Kohle- 
hydrate, die spaiter wihrend der Trocknung und des sogenannten 
Fermentationsprozesses verschwinden.’) Ihr Verschwinden 
diirfte mit den fermentativen Vorgiingen, die sich im Tabak- 
blatt nach seiner Errte abspielen, in engem ursichlichem Zu- 
sammenhang stehen. 

Die alte Streitfrage, ob die Vorginge der ‘Tabakfermen- 
tation bakterieller Natur sind oder auf der Tatigkeit eigener 
Fermente des Blattes beruhen, diirfte besonders nach den 
Untersuchungen von Fodor und Reifenberg?) zugunsten der 
Anschauung entschieden sein, daB die eigentlichen Triger dieser 
Prozesse die pflanzeneigenen Fermente sind, und daB die in 
vivo stets anwesenden Bakterien eine mehr beiliufige Rolle 
spielen. Nicht von der Hand zu weisen ist der Gedanke, daf 
die Bakterienflora, deren Zusammensetzung je nach den Milieu- 
bedingungen ganz verschieden sein kann, EinfluB auf die Bil- 
dung der Geschmacks- und Geruchsstoffe des Tabaks hat, also 
seine Giite mitbestimmen kann. Fiir die eigentlichen Vorginge 
der Fermentation, die von einem nennenswerten Umsatz an 


') Allgemeine Darstellung s. bei Kissling, Handbuch der Tabak- 
kunde, 5. Aufl. 1925. 


*) Diese Zs. Bd. 162, S.1 und zwar S. 18 (1926/27). 
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Substanz begleitet werden, sind aber die Blattfermente ver- 
antwortlich zu machen, fiir das Verschwinden der Kohle- 
hydrate also die typischen zuckerabbauenden Fermente. Die 
im folgenden mitgeteilten Versuche haben zu zeigen, daf 
solche zymatischen Fermente im Tabaksblatt tatsichlich vor- 
kommen und auch nach Ablésung aus der lebenden Zelle unter 
sterilen Bedingungen ihre Wirksamkeit entfalten kénnen. 

Die Kenntnis von der aerobiontischen Zuckerspaltung 
sowie der méglichen Alkoholbildung unter LuftabschluB in 
Phanerogamen ist alt, und schon von Borodin und Pfeffer 
wurden diese Prozesse eingehender untersucht; Palladin und 
spater Stoklasa gelang es auf verschiedenen Wegen, die 
Traiger dieser Vorgiinge von der lebenden Zelle abzulésen und 
ihre Tatigkeit auch noch ,post mortem“ zu konstatieren. 

Atmung und Girung, erstere in der an der Luft lebenden 
Phanerogamenzelle, letztere in der Hefe typisch vertreten, 
wurden lange Zeit als grundsatzlich verschieden angesehen, 
indem bei der Atmung das Kohlehydratmaterial, bei gleich- 
zeitiger Aufnahme einer genau iiquivalenten Menge Sauerstoffs, 
quantitativ zu Kohlensiure verbrannt werden, bei der Girung 
der Zucker, lediglich unter Verbrauch der eigenen Molekiil- 
bestandteile, in korrelative Mengen Alkohol und Kohlensiiure 
zerfallen sollte. Wiahrend tiber den Einzelheiten des ersteren 
Vorganges auch heute noch tiefes Dunkel lagert, konnte der 
ProzeB der anaeroben Vergiirung des Zuckers in mehrere Teil- 
prozesse gegliedert werden. Harden und Young lehrten 
die Veresterung des Zuckers mit Phosphorsiure als wesentlicl 
zur Erreichung eines Kérpers der 3-Kohlenstoffkette an- 
zusehen.!) Neubergs grundlegende Arbeiten”) machten als 
ersten erreichten Koérper dieser Reihe das Methylglyoxal wahr- 
scheinlich. Von diesem ausgehend fiihren, ebenfalls nach Neu- 
berg, Oxydoreduktionsprozesse je nach der Artspezifitit der 
Garungserreger zu den verschiedenen Endprodukten der Girung, 
in den meisten Fallen unterstiitzt durch die Wirkung der 


1) Vgl. Harden, The alcoholic fermentation, London 1923. 
2) Monographisch zusammengefaBt in Oppenheimers Handbuch der 
Biochemie IJ, 1924. 
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Carboxylase, die aus Oxycarbonsiiuren, vor allem aber aus 
a-Ketosiuren, Kohlendioxyd abspaltet. 

Wenn diese Prozesse anaerob verlaufen, so findet sich 
stets ein Zwischenprodukt, das fiir den auftretenden Girungs- 
wasserstoff als Acceptor dient, oder aber der Wasserstoff bildet, 
wie bei der Buttersiuregaérung, ein Endprodukt. 

Es ist bekannt, daB die Bruttogleichung der alkoholischen 
Girung C,H,,0, = 2C,H,HO + 2CO, nur im anaeroben Leben 
der Hefe und anderer Mikroorganismen verifiziert wird; ebenso 
ist die Bruttobilanz der Zucker,,verbrennung“, C,H,,0, + 60, 
= 6CO,+6H,O nur bei strenger Aerobiose héherer Lebe- 
wesen zu erreichen. Indessen weiB man, daB man durch 
Aerobiose der niederen und Anaerobiose der héheren Orga- 
nismen Verhialtnisse erreichen kann, bei denen der Zucker- 
verbrauch einen respiratorischen Quotienten aufweist, wo 
ee > 1, aber <oo wird. Auch andere Faktoren als der Zu- 
tritt bzw. der Mangel von Sauerstoff kénnen den Wert dieses 
Quotienten beeinflussen. So wiesen Fodor und Reifenberg’) 
darauf hin, daB bei den Atmungsvorgiingen in Tabakblittern 
Zusatz von Sublimat die Sauerstoffaufnahme herabsetzt, wiihrend 
sie die Abgabe von Kohlendioxyd unberiihrt liBt; andererseits 
bewirkt Zusatz von Ferrichlorid eine Steigerung der Kohlen- 
siureabgabe bei gleichbleibender Sauerstoffaufnahme. 

Gestiitzt auf das oben skizzierte Schema der Zucker- 


zerlegung in dem Fall, wo der respiratorische Quotient 
CO ae ‘ 
0. = 00 wird, und unter Beriicksichtigung der Verhiltnisse 
" 

bei der Tabakatmung, diskutierte der eine von uns (F.) den 
Gedankengang?), daB die variabel zu gestaltende Verschiebung 
des respiratorischen Quotienten durch Eingreifen des hinzu- 
tretenden Sauerstoffs in einem der Stadien bewirkt wird, wo 
der Girungswasserstoff einen Acceptor sucht. Das wiirde aber 
in Ubereinstimmung mit fast allen modernen Forschern be- 
deuten, daB das ,,Ferment des ersten Angriffs* auf den Zucker 


—————— —— =» 


1) a. a. O. S. 16. 
a2 O60 
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in allen Fallen identisch wire. Die Existenz dieses Fermentes 
sowie seine Ablésbarkeit von der Zelle tun unsere nachstehenden 
Versuche dar. Wenn wir seine Wirkung schlechthin als 
»Zymasewirkung“ bezeichnen, so schlieBen wir uns der von 
Oppenheimer’) gegebenen Definition an, gemi8 welcher ,,es 
fiir diese Systematik und Nomenklatur véllig gleichgiiltig ist, 
ob wir den reinen anoxybiontischen Abbau betrachten, oder 
den erst anoxybiontischen, dann oxybiontischen, oder den so- 
genannten reinen oxybiontischen, den es in dieser letzte 
Schiarfe, d. h. ohne anoxybiontische Vorbereitung wahrscheinlich 
tiberhaupt nicht gibt. Wir miissen annehmen, daB die Fer- 
mente in jedem Fall dieselben sind, da sie nur substrat- 
spezifisch oder mit anderen Worten donatorspezifisch sind, 

Das Vorhandensein der Carboxy:.se im Tabak wurde in 
der erwaihnten Arbeit des einen von uns (F.) mit Reifenberg’) 
nachgewiesen. Es ist zu bemerken, daB nach den dort mit- 
geteilten Versuchen der Brenztraubensiiure nach der Hohe 
ihrer Verarbeitung durch Tabakblitter keinerlei Vorrang- 
stellung vor anderen untersuchten Oxycarbonsiuren und Di- 
carbonsiuren zukommt; vielmehr erscheint sie z. B. der Malon- 
siure unterlegen. Die Ausdeutung dieser Erscheinung be- 
halten wir uns fiir spiatere Untersuchungen vor. Bei der 
Hefegiirung nimmt nach Neuberg die carboxylatische Zer- 
legung der Brenztraubensiiure vor derjenigen anderer Carbou- 
siiuren eine privalente S: “ung ein. 

Andere Teilprozesse der Zuckerzerlegung, niimlich die 
Spaltung des Hexosephosphorsiureesters sowie die  intra- 
molekulare Oxydoreduktion von Ketonaldehyden, wurden von 
Neuberg und Kobel’) im Tabak festgestellt. Somit kann 
also die Anwesenheit des gesamten Ferment- bzw. Wirkung:- 
komplexes, der unter dem Namen ,,Zymase“ zusammengefalit 
wird, in Umrissen als bewiesen angesehen werden.) 


') Die Fermente, 5. Aufl, S. 1415 (1926). 

2) a. a. O. S. 26. 

8) Biochem. Zs. Bd. 179, S. 459 (1926). 

*) Neuberg und Kobel (a. a. O.) haben bei der Selbstgiirung des 
Tabaks ohne Zuckerzusatz Acetaldehyd abgefangen, lassen aber dic 
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Es war uns in den hier mitgeteilten Versuchen nicht 
moglich, eine andere Reaktion als die Kohlensiureausscheidung 
zu verfolgen; spatere Versuche werden sich mit dem Chemismus 
des Gesamtvorganges eingehender zu beschiftigen haben. Wir 
weisen nochmals darauf hin, daB wir hier mit dem Namen 
»Lymase* die Zerlegung des Zuckers iiberhaupt bezeichnen, 
als deren wichtigste Reaktion der ,,erste Angriff* bis zur ersten 


Donation von Wasserstoff (im Sinne des Neubergschen 
Schemas) hervortritt. 


Experimenteller Teil. 


Wir verwandten als Versuchsmaterial frische griine Tabak- 
blitter, die wir von. cr landwirtschaftlichen Schule Mikveh- 
Israel bei Jaffa erhielten.1) Da wegen der vorgeriickten Jahres- 
zeit bald keine frischen Pflanzen mehr verfiigbar waren, muBten 
wir die Versuche nach kurzer Zeit abbrechen und werden sie 
im nachsten Sommer wieder aufnehmen. 

Die Versuchslésungen befanden sich in Flaschen, welche 
in den Wasserthermostaten gestellt wurden. Die entweichende 
Kohlensiiure wurde durch Verdringung von Wasser aus einem 
Gasometer in einen Mefzylinder gemessen. Die Flaschen 
waren mit den Gasometern durch Glasrohre mit médglichst 
kurzen, dickwandigen Gummischlauchstiicken verbunden. Die 
Gasometer bestanden aus umgesti* ven Glasflaschen mit doppelt 
durchbohrten Gummistopfen; durch die Bohrungen fihrten 
2 Glasrohre, von denen das mit der Versuchsflasche verbundene 
bis auf den Boden des Gasometers reichte, wihrend das zum 
MeBzylinder leitende unter dem Stopfen endigte. Das im 
Innern befindliche Wasser war mit Kohlensiure gesittigt. 


Frage offen, ob dessen Auftreten der Wirkung der Tabakenzyme oder 
der anwesenden Bakterien zuzuschreiben ist. Nach unseren Ergebnissen 
steht nichts der Annahme im Weg, daf hier hauptsiichlich die Tabak- 
enzyme verantwortlich zu machen sind, freilich unter Mitwirkung der 
infolge unsteriler Bedingungen anwesenden Bakterien. 

) Auch an dieser Stelle danken wir Herrn Direktor Krause 
bestens fiir freundliche Uberlassung des Materials. 
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Alsbald nach Einstellung auf die Temperatur des Thermostaten 
wurden die Versuchsflaschen mit den Gasometern verbunden. 

Da bei dieser Anordnung die Gasmenge jederzeit ab- 
gelesen werden kann, erweist sie sich als sehr bequem und 
ist auch hinreichend empfindlich, wofern die erhaltenen Werte 
nicht gar zu klein sind. 

Simtliche Versuche wurden unter Toluol vorgenommen, 
ihre Reinheit von Bakterien mikroskopisch kontrolliert. 


A. PreBsafte. 


Frische griine Tabakblitter wurden gut zerkleinert, mit 
Sand verrieben und mit Kieselgur unter der Presse bei einei 
Druck von 300 Atmosphiren ausgepreBt. Der erhaltene schwarze 
Saft zeigte in mehreren Versuchsreihen weder fiir sich allein 
noch unter Zusatz von Zucker irgendeine Gasentwicklung. 


B. Nachweis der zymatischen Wirkung in Glycerinextrakten. 


100 g frischer griiner Tabak werden in 200 ccm 90°/, igem 
Glycerin 3 Stunden im Thermostaten bei 37° C maceriert 
und dann durch ein Hartfilter (Schleicher und Schiill) aut 
der Nutsche abgesaugt. Das Filtrat ist frei von Tabakzellen 
und bakterienrein. Zu 2 Proben des Filtrates von je 50 ccm 
(Versuch Nr. 99 und 100) werden je 50 ccm einer Zuckerlésung 
hinzugegeben, die in 100 ccm 20 g Glucose und 20 g Fructose 
enthalt. Das Ganze wird mit Phosphat auf p, = 6,4 ge- 
puffert. Zu Versuch Nr. 100 werden 20 ccm Hefekochsaft zu- 
gegeben. 





Tabelle 1. 

" Nr. 99 Nr. 100 
eae eem CO, ecm CO, 
4 0 0 
20 75 85 
28 95 125 
44 175 225 
51 225 260 
60 245 290 
68 260 315 
92 285 355 
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Die entwickelte Kohlensiiuremenge betrigt demnach etwa 
2,6°/, bzw. 3,2°/, des Gewichtes des zugesetzten Zuckers. 

‘Ob die héheren Werte des Versuchs Nr. 100 durch den 
Hefekochsaft bedingt wurden, kann noch nicht als entschieden 
angesehen werden. 


C. Einflu8 der Macerationsdauer. 


Je 50g frischer Tabak werden in je 100 ccm 90°/, igem 
Glycerin bei 37° C maceriert, Versuch Nr. 106 20 Stunden, 
Nr. 107 2 Stunden. Danach werden die Safte mit je 50 ccm 
einer Zuckerlésung verdiinnt, die in 100 ccm 25 g Glucose 
enthilt. Pufferung mit Phosphat auf p,, = 6,4. 


Tabelle 2. 














; Nr. 106 * Nr, 107 
Stunden ont C8 Stunden com CO, 
1, 5 7 18 
313/, 15 11 20 
341), 15 311/, 55 
441/, 15 34 57 

44 65 











Die Tatigkeit des aus 20 stiindiger Maceration gewonnenen 
Saftes kommt schnell und mit einem sehr kleinen Endwert 
zum Stillstand; dagegen arbeitet der nach nur 2 stiindiger Kin- 
wirkung erhaltene Saft deutlich und anhaltend. 


D. Die Einwirkung von Zucker auf die Atmung der Glycerin- 
extrakte. 


1, In hochprozentigen Maceraten. 


50 g frischer griiner Tabak werden in 100 ccm 90°/, igem 
Glycerin 3 Stunden bei 37° C maceriert. Nach Filtration 
wird eine Portion von 20 ccm mit 20 ccm einer 40°/, igen 
Glucoselésung versetzt (Versuch Nr. 108), eine zweite (Nr. 109) 
mit 20 com Wasser. 


20* 





ae REN Ar 
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Tabelle 3. 

7 , Nr. 108 Nr. 109 
en ecm CO, ecm CQ, 
8'/, 20 35 
26 50 95 
29 60 105 
331/, 65 115 
43 65 115 








Zwei weitere Portionen von je 20 ccm werden ebenso an- 
gesetzt, Nr. 110 mit Glucoselésung, Nr. 111 mit Wasser, und 
mit Phosphat auf p,, = 6,4 gepuffert. 














Tabelle 4. 
Nr.110 | Nr. 1 
t 
anaes ecm CO, ecm CO, 

8'/, 20 30 

26 40 85 

29 45 — 
331/, 50 100 

43 50 100 








Ks zeigt sich hier eine deutliche Hemmungswirkung des 
zugesetzten Zuckers. Die Phosphatpufferung scheint die zyma- 
tische Tatigkeit ebenfalls etwas herabzusetzen. Es kann in 
diesem Zusammenhang nicht entschieden werden, ob diese Er- 
scheinung der Wahl einer nicht optimalen Wasserstoffionen- 
konzentration zuzuschreiben ist, oder ob andere Faktoren dabei 
im Spiel sind, etwa vermehrte Bildung und gehemmter Zerfall 
von Zuckerphosphorsiureestern. Es mag darauf hingewiesen 
werden, da8 Stimulierung und Hemmung bei der Phosphatese 
durch andere, sogar durch entgegengesetzte Faktoren ausgelist 
werden kénnen als bei der Phosphatase. So besteht in Bezug 
auf diese beiden entgegengesetzt gerichteten Vorgiinge z. B. 
ein ausgesprochener Jonenantagonismus. Die Méglichkeit, dai 
hier eine Férderung der Phosphatese bei gleichzeitiger Hem- 
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mung der Phosphatase vorliegt, mu8 immerhin erwogen werden 
und wird von uns spater gepriift werden. 


2. In Maceraten von geringerer Glycerinkonzentration. 
a) 18°/, ige Glycerinlésung. 

100 g frischer griiner Tabak werden in 200 ccm einer 
Glycerinlésung, die in 100 ccm 20 ccm Glycerin von 90°/, 
enthalt, 2 Stunden bei 37° C maceriert, Versuch Nr. 127: 
100 ccm des filtrierten Saftes; Nr. 128: 90 ccm Saft und 10 ¢g 
Glucose. 





Tabelle 5. 


Nr. 127 Nr. 128 





Stunden eem CO, cem CO, 
51, 20 30 
93/, 20 35 

20 20 40 








Der Saft entwickelt fiir sich allein ebenfalls Kohlensiure, 
was wohl den bei der Extraktion mitgehenden pflanzeneigenen 
Kohlehydraten zuzuschreiben ist; die Entwicklung kommt in- 
dessen bald zum Stillstand. Demgegeniiber bewirkt der Zusatz 
von Glucose ein lingeres Anhalten der Gasentwicklung, deren 
Wert schlieBlich das Doppelte des ersteren erreicht. 


b) 27°/, ige Glycerinlésung. 
100 g frischer griiner Tabak werden in 200 ccm einer 
27 volumprozentigen Glycerinlésung 2 Stunden bei 37° C ma- 


Tabelle 6. 











ne Nr. 133 Nr. 134 
ecm CO, eem CO, 
53/, 10 25 
9 15 30 
28 35 60 
33}/, 40 70 
44 40 75 
48 40 80 
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ceriert. Versuch Nr. 133: 100 ccm des filtrierten Saftes: 
Nr. 134: 90 ccm Saft und 10 g Glucose. 

Hier sind die erhaltenen Werte gréBer als bei der Ex- 
traktion mit 18°/, igem Glycerin. Auch in spiter mitzuteilen- 
den Versuchen mit getrocknetem Tabak erwies’ sich eine etwa 
30°/,ige Glycerinlésung stets als die zur Herauslésung der 
zymatischen Wirkung aus den Blittern geeignetste Konzen- 
tration. Das Verhaltnis der Werte der reinen und der zucker- 
haltigen Loésung ist das gleiche geblieben. 

Aus den Versuchen sub D lassen sich folgende Befunde 
festlegen: Die Selbstgirung der Glycerinmacerate wird mit 
zunehmender Konzentration des Glycerins stirker. Der Zusaty 
von Zucker zu den Saften bewirkt im Bereich stirkerer Ver- 
diinnung eine mit Erhéhung der Konzentration der Glycerin- 
lésungen wachsende Koblendioxydabscheidung; bei hohen Gly- 
cerinkonzentrationen wird dagegen die Tatigkeit des mit Zucker 
versetzten Saftes deutlich geringer als die Kigengirung des 
reinen Extraktes. Es stehen uns vorlaufig keine theoretischen 
Erklirungsméglichkeiten fiir dies eigenartige Verhalten zu Gebot. 
Die Versuche deuten darauf hin, daB sich, bei Zusatz gleicher 
Zuckermengen, regelmaBige Beziehungen zwischen der Glycerin- 
konzentration und der Erhéhung bzw. Erniedrigung der saft- 
eigenen Girwirkung aufzeigen lassen werden. Vielleicht kann 
daran gedacht werden, daB, im Einklang mit neueren Vor- 
stellungen der organischen Chemie, oberhalb eines gewissen 
Schwellenwertes der Glycerinkonzentration eine Bildung von 
Molekularverbindungen durch Betitigung von Nebenvalenzen 
zwischen Zucker und Glycerin eintritt; diese Molekularverbin- 
dungen kénnten der Zymase zwar zuginglich, aber nicht zer- 
fallsfahig sein und dadurch einen Teil des Fermentes seiner 
Wirksamkeit entziehen. 


E. Altern des Tabaks und Verlust der zymatischen Wirksamkeit. 


Wir konnten regelmifig beobachten, daB der griine Tabak 
beim Lagern, sowohl lose wie fest gepackt, auch im Kisschrank 
nach einiger Zeit die Fiahigkeit verliert, zymatisch wirksame 
Macerate zu geben. Im allgemeinen war sie nach zwei bis 


4 
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drei Wochen erloschen; schon nach einigen Tagen geht sie 
deutlich zuriick. ! 

100 g des gleichen Tabaks wie in den Versuchen Nr. 133 
und 134 (sub D, 2b), aber 6 Tage gelagert, werden in 200 ccm 
einer 27°/, igen Glycerinlésung 2 Stunden bei 37° C extrahiert. 
Versuch Nr. 143: 100 ccm des filtrierten Saftes; Nr. 144: 90 com 
Saft und 10 g Glucose. 


Tabelle 7. 





Nr. 1438 Nr. 144 








Stunden 
ecm CO, ecm CO, 
21), 5 15 
111/, 15 30 
201/, 15 35 








Die Wirksamkeit kommt hier viel friiher zum Stillstand 
und lefert geringere Werte als bei dem frischen Tabak. 


Zusammenfassung. 


1. Aus reifen griinen Tabaksblittern laBt sich durch Mace- 
ration mit Glycerinlésungen verschiedener Konzentration ein 
zellfreier Saft erhalten, der unter sterilen Bedingungen zymatisch 
arbeitet. 

2. Die Dauer der Maceration ist von Einflu8 auf die 
Wirksamkeit des Saftes. 

3. Zusatz von Zucker beeinfluBt die Tatigkeit des Saftes, 
und zwar bei niederen Glycerinkonzentrationen stimulierend, 
bei héheren hemmend. 

4. Beim Lagern des Tabaks geht die Ablésbarkeit der 
Zymase durch Maceration zuriick. 


5. Zymatisch aktive PreBsiifte konnten nicht erhalten 
werden, 








Co-Zymasegehalt verschiedener tierischer Gewebe. 


Von 


Hans y. Euler und Dagmar Runehjelm. 





(Aus dem biochemischen Laboratorium der Universitat Stockholm.) 


(Der Redaktion zugegangen am 20, Februar 1927.) 


Sowohl das Molekulargewicht der Co-Zymase bei etwa 500 
(Myrback und Nilsson) als ihre chemischen Higenschaften, die 
sich nach weitgehender Reinigung ergeben haben, schienen gewisse 
Analogien zwischen Co-Zymase und Hormonen hervortreten zu 
lassen.') Der Umstand, daB der gleiche Stoff auch im Pflanzen- 
kérper ziemlich allgemein vorkommt, wiirde keinen Kinwand 
bedeuten, da nunmehr Hormone auch im Pflanzenkérper als 
wirksam angenommen werden. 

In physiologischer Hinsicht wiirde bei der Betrachtung 
der Co-Zymase als Hormon die Frage aktuell, ob die Co- 
Zymase in einem oder einigen Organen des Kérpers ge- 
bildet wiirde, und von da aus auf dem Zirkulationsweg in 
andere Organe transportiert wird. Eine solche Annahme war 
in das Bereich der Méglichkeit geriickt durch den Befund, 
daB das Blut, allerdings nicht das Serum sondern die roten 
Blutkérperchen, reich an Co-Zymase ist.”) Im Blut jeder Tier- 
art scheint der Co-Zymasegehalt ziemlich konstant zu sein, 
wenigstens bei annahernd gleichartiger Ernihrung. Welche 
Ernihrungsstoffe diesen fiir die Rolle der Erythrocyten wohl 


1) Kuler und Myrback, Sv. Vet Akad. Arkiv f. Kemi, Bd. 9, 
Nr. 37 (1927). 

2) Euler und Nilsson, Diese Zs, Bd. 162, S. 63 (1926). — Siehe 
auch Virtanen und P.E.Simola, Annales Acad. Scient. Fennicae, 
Ser. A. Bd. 26, Nr. 11 (1926). — In Riicksicht auf die Ergebnisse von 
Levene und G. M. Meyer, JI. of Biol. Chem. Bd. 11, S. 361 (1922) sind 
die Leukocyten noch besonders zu untersuchen. 








Co-Zymacegehalt verschiedener tierischer Gewebe. 307 


nicht unwichtigen Faktor beeinflussen, miissen erst weitere 
Versuche zeigen. 

Es war die Aufgabe der im folgenden mitzuteilenden 
Versuche, zu ermitteln, ob gewisse Organe besonders reich an 
Co-Zymase seien und somit als Ursprungs- oder Bildungsstellen 
der Co-Zymase angesehen werden kénnten. Angaben iiber 
diesen Punkt lagen bereits vor, besonders in der bekannten 
Untersuchung von Meyerhof?) iiber das Giarungs-Co-Ferment 
im Tierkérper, welche die weite Verbreitung dieses Co-Enzyms 
zeigte. ,,festgestellt wurde es beim Frosch in der Mus- 
kulatur, Leber und Ovarien, bei der Ratte in der Muskulatur, 
beim Kaninchen in Muskeln, Leber, Lunge, Niere. Deutlich 
nachweisbar, aber: in geringerer Konzentration findet es sich 
in der Milch (Ziegen- und Kuhmilch), es fehlt im Blutserum.“ 
Sowohl in Riicksicht auf die eingangs erwihnte Fragestellung 
als auch zu einem spiiter niher mitzuteilenden Vergleich der 
AtmungsgréBen verschiedener Tier- und Pflanzengewebe war 
eine Erweiterung und quantitative Verfeinerung der Meyer- 
hofschen Versuche wiinschenswert. 

Die untersuchten Organe stammen von Rind, Schwein, 
Kaninchen und Ratte. Aus beiden letzteren Tieren wurden 
die Organe unmittelbar nach der Tétung im Laboratorium ent- 
nommen und sofort mit Eis gekihlt. Die Organe von Rind 
und Schwein wurden unmittelbar nach dem Schlachten im 
Schlachthaus mit Eis schnell und griindlich gekiihlt und kamen 
etwa 1 Stunde spiter zur Verarbeitung. Stets wurden die kalten 
Organe fein zerschnitten, eine gewisse Menge davon wurde 
genau abgewogen und in die 2,5 fache Menge kochenden Wassers 
eingetragen, Nach 5 Minuten wurde abgekihlt und filtriert. 

Im iibrigen kam unsere Mikrogiirmethode zur Anwendung. 
Die Hefesuspension wurde hergestellt aus 4 g ausgewaschener 
Trockenhefe + 8 ccm Phosphatpufferlésung (p,, = 6,3) + 2 ccm 
Wasser +- 2 g Glucose + Candiolin-Na. 

Zu jedem Garversuch wurden verwendet: 


1 com Hefesuspension + x ccm Extrakt + (1 — x) ccm Wasser. 
Versuchstemperatur stets 30°. 


’) Meyerhof, Diese Zs. Bd. 102, S. 1 (1918). 





Versuche. 


Versuchsreihe la. Kaninchen. 


Versuch a cem Extrakt Versuch a2 cem Extrakt Versuch a2cecem Extrakt Versuch a«cem Extrakt 

















Py (1 u. 2 — Wasser) 9 1 5 Niere 13 0,5 eem Muskel 17 0,2 ,, Herz 

os 6 1 cem Lunge 10 0,5 ,, mn 14 0,2 ,, mn ig 1 Blut 

= ’ ob . “ 4M 60S, Ce 1 1 4, Herz i9 0,5 ,, 

E $ @f8.,. + 12 1 4, Muskel 16 05 , 4, 20 02 ,, 

: Min. 1 2 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 

to = 

A 15 | 0,3 | 0,2 | 1,2] 0,3 | 0,2 | 1,9 | 0,75] 02 | 1,6] 06 | 0,25]1 | 0,52] 02 | 0,4 | 0,25! 0,25 

E 30 | 03 | 02 12 | 04 | 0,25] 4 19 | 04 [3 | 1,3 | 04 | 22] 09 | 0,5 | 0,55] 0,3 | 0,28 

“d 45 | 0,3 | 0,2 | 2,7] 06 | 0,3 | 5,5 | 32 | 06 | 4,3] 21 | 0,55] 3,4] 1,6 | 06 | 0,7 | 0,3 | 0,3 

= 60 | 0,3 | 0,2 13,3] 08 | 0,3 | 64 | 43 | 075 | 52] 28 | 065] 4,4] 2 0,65} 1,2 | 0,4 | 0,3 

x 75 | 0,321 02 | 4 | 0,95] 0,8 | 7 51 | 1 6 | 3,4 | 0,65 15,1] 2,651 08 | 1,5 | 0,4 | 0,35 

. 90 | 0,82] 0,251 4,5] 1,1 | 0,81] 7,4 | 5,7 1 1,3 | 64] 4 0,75 | 5,7] 3,1 | 0,85] 1,8 | 0,45] 0,35 

2 105 | — | 0,25] 4,7] 1,4 | 0,81] 7,75] 61 | 1,5 | 6,7] 46 | 0,8 | 62] 3,5 | 0,851 21 | 0,5 | 0,35 

- 1200 | — | — | 52] 15 | 0,82] 81 | 64 | 1,7 | 7 | 5 0,8 | 6,5] 4 0,9 | 2,4 | 0,52] 0,35 
135 | — | — | 5,7] 1,7 | 0,35] 84 | 67 | 19 | 72] 595] o857—] — | — oe Be 
150 | — | — [6 | 1,8 | 085/88 | 69 | 2 7,51 5,6 | 0,9 | 7,2] 48 | 1 31 | 0,6 | 0,4 

L i § = § . 6,3] 1,9 | 0,35] 91 | 71 | 22 17,8] 5,9 | 0,9 [7 —— oe i 

oD 
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Versuchsreihe [b. Kaninchen. 








Versuch a cem Extrakt Versuch zx ccm Extrakt 
1 u. 2 — Wasser 9 1 eem Herz 
3 1 cem Leber 10 0,5 - 
4 os . - 11 1 ,, Lunge 
5 1 Muskel 12 0,3 
6 0,5 ~ 13 1 * 
7 1 ,, Niere 14. 0,5 Pankreas 
8 0,5 ,, > 15 0,5 Galle 
Min.}1)2] 3 4 5 6 7 8 9110111112118 | 14715 
15 10] 0] 2,0 | 0,6 | 1,6 {0,6 | 1,3]0,5] 1,1] 0,4 [0,2 [0,1 [0,2 ] 0,1 | 0 
30 |0}0}4,1 11,9 13 11,3 | 3,3] 1,7] 2,5] 0,85] 0,2 | 0,12] 0,2 | 0,1 | 0 
45 1010] 5,6 | 3,3 | 4,3 [2,1 15,0] 3,213,8] 1,7 | 0,22] 0,12] 0,3 | 0,15] 0 
60 [0] 0] 6,3 | 4,5 | 5,25] 2,8 | 5,8] 4,5] 4,9] 2,1 | 0,22] 0,15] 0,4 | 0,2 | 0,1 
75 10]016,9 15,3 15,9 |3,4 |6,315,415,5]/2,8 | 0,25] 0,15] 0,5 | 0,2 | 0,1 
90 |0]0] 7,3 15,9 16,3 | 4,05] 6,71 5,9] 6,1] 3,4 | 0,25] 0,15] 0,6 | 0,22] 0,1 
105 | 0] 0] 7,65] 6,85] 6,7 | 4,5 [7 | 6,3] 6,4] 3,8 } 0,25] 0,15] 0,65) — | — 















































Versuchsreihe II. Ratten. 


Die gekiihlten undzerschnittenen Organe von 4 Versuchstieren 
wurden gemischt und wie oben beschrieben weiter behandelt. 











Versuch x cem Extrakt Versuch a cem Extrakt 
1 u. 2 — Wasser 9 1 eem Herz 
3 1 ecem Leber 10 0,5 ,, ‘ 
4 65 ., 11 1  ,, Lunge 
5 1 .,, Muskel 12 0,5 ,, és 
6 05 ,, e 13 1 ., Mil 
7 1. 4, Niere ww &. 
§ 05 , - 15 0,2 ,, Pankreas. 
Min.} 1 ]/2/31] 4 5 6 7 8 9 110 [11 112 113 | 14 15 
1510 {0 |1 [0,4 10,3 }0,2 Jo Jo 0 jo jo Jo fo fo 
30 | 0,1 [0 | 2,110,8 [0,9 | 0,5 | 0,9] 0,35] 0,85]0,3 10,35}0,2 | 0,7 {0,2 }0,12 
45 10,1 |0 | 4,3] 2,35) 2,2 | 0,9 13,511,383 |3,5 ]1,7 [0,9 J0,4 } 2,1 40,5 }0,15 
60 | 0,1 }O |5,7]3,8 |3,3 | 1,5 |5,3)2,9 | 5,2 12,9 11,7 [0,4 | 3,2 |0,85}0,18 
75 10,1 ]0 16,4/5 | 4,4 12,2 16,2]4.5 | 6,1 14,85]2,4 10,55] 4,3 ]1,5 0,19 
90 10,1 70,1] 7 |5,7 | 5,1 | 2,75] 6,61 5,2 16,5 15,1 12,9 0,7 ]5 |2  J0,20 
105 | 0,15] 0,1] 7,4]6,2 [5,55] 3,2 [7 |5,7 | 6,9 |5,5 [3,3 [0,7 | 5,5 ]2,4 {0,2 
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Versuchsreihe III. Rind. 
Leber Niere 
Minuten Wasser scieaaoens 
1 cem | 0,5 cem 1 cem 0,5 eem 
15 0,1 0,1 0,6 | 0,55 0,65 0,45 
30 0,1 0,2 19 | 1,65 2,2 1,4 
45 0,15 0,2 33 | 2,75 3.6 2,35 
60 0,2 0,2 46 | 38 4,9 3.2 
15 0,2 0,2 <a 5,8 4 
90 0,2 0,2 64 | 5,8 6,3 4,7 
105 0,2 0,2 68 | 5,8 67 |) Bl 
Versuchsreihe IV. Rind und Schwein. 
Rinder-Pankreas Schweine-Pankreas 
Minuten Wasser —— REECE 
1 cem | 0,5 com 1 cem | 0,5 ecm 
15 01 | O,1 0,15 0,12 0,1 0,1 
30 0,12  O,1 0,45 | 0,35 0,45 0,25 
45 015 0,1 1 0,52 1 0,42 
60 02 | 0,15 17 | 0,7 1,7 0,6 
15 02 0,2 22 0,8 2,2 0,7 
90 02 0,2 28 | 1 2.8 0,8 
105 02 02 34 | 1,1 3.3 0,95 
120 02 | 0,2 os | i 3,8 1,1 
135 02 | 02 4g | 1,8 4,3 1,2 
150 02 | 0,2 47 | 1,4 4,6 1,3 














Trockengewichtsbestimmung. 














°/, Trockengewicht 
Organ i , aes 
Ratte | Rind | Schwein 

Leber . . 27,82 | 35,14 | - 
Muskel. . 30,31 | am Fe” Git 
Niere . . 26,93 26,17 | — 
Herz. . 25,57 _ | was 
Lunge . . 15,94 | — | _ 
Milz. .. 24,05 ~ | - 

Pankreas . - 27,34 26,6 
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Zusammenstellung. 
Aus der Anzahl der pro Stunde entwickelten ccm CO, 
berechneten wir fiir jedes Organ die Werte 
Co = com CO, pro Stunde ~ 


eem Extrakt 




















Co 
Organ — 
Kaninchen I Kaninchen II, Ratten Rind | Schwein 

Blut . 16 | — } — _ ~ 
Lunge 2,8 | al 2,8 -- 
Leber . . — | 10,4 12 8,8 

Herz .. |- 5,2 | 5,6 10,4 _ . le 
Muskel. . 60 5,6 4,8 a 
Niere . . 96 | 10,4 12,8 7,6 ~ 
Pankreas . -— | _ — 2,4 2,4 
ae — | - 5,2 — “+ 





Die so erhaltenen Werte von Co sind durch den ver- 
schiedenen Wassergehalt der Organe beeinfluBt, sie geben die 
relativen Werte pro g Organ. Durch Bestimmung der Trocken- 
gewichte der extrahierten Organe (vgl. Tab., 8. 310) kénnen 
wir auch den Co-Zymasegehalt pro g Organtrockengewicht an- 


geben. AC eem CO, pro Stunde 


~  g¢ Troekensubstanz 


























Organ Ratten Rind Schwein 
Lunge .. 43,9 -- — 
Muskel . . 39,6 — 

Leber. . . 108 62,7 
Herz .. . 102 — — 
Niere. . . 119 72,6 a 
Milz ... 54,1 — —- 
Pankreas. . _— 22.0 22,6 


Unter den erhaltenen Werten ist in erster Linie derjenige 
fir Niere auffallend, welcher bei allen Versuchstieren sehr hoch 
gefunden wurde, etwa ebenso hoch wie derjenige Leber. Es 
bleibt zu untersuchen, ob mit dem hohen Co-Zymasegehalt der 
Nieren auch der Zymase- bzw. Redoxasegehalt (Enzyme des 
Zuckerabbaues) parallel geht. 
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Wegen des von Virtanen!) u. a. vermuteten Zusammen- 
hanges zwischen Co-Zymase und Insulin ist der geringe Ge- 
halt des Pankreas an Co-Zymase bemerkenswert. Zu diesen 
hier angegebenen Daten kommen dann noch die Ergebnisse 
tiber Frosch- und Rattenmuskulatur, der Vergleich zwischen 
weiBer und roter Muskulatur bei Kaninchen und die Versuche, 
welche die Verteilung der Co-Zymase zwischen Blut und Muskel 
betreffen.”) Wie schon aus den friiheren Versuchen (Euler 
und Nilsson) hervorgeht, ist der Co-Zymasegehalt der Blut- 
kérperchen von der gleichen GréBenordnung wie derjenige der 
Muskeln. 

Die jetzt vorliegenden Daten iiber die Verteilung der Co- 
Zymase im Tierkérper geben also keine Stiitze fiir die 
Annahme, daB die Bildung der Co-Zymase auf beson- 
dere Organe lokalisiert ist.*) Vielmehr scheint die Co- 
Zymase in allen Zellen gebildet zu werden, welche Zucker in 
normaler Weise (iiber Hexosephosphat) abzubauen vermégen. 
Die Ausnahmen, welche in Bakterien und Pilzen vorzuliegen 
schienen, diirften, wie durch die interessanten Versuche von 
Virtanen und Simola‘*) wahrscheinlich gemacht wird, auf 
Inaktivierung der Co-Zymase bei der Trocknung beruht haben; 
immerhin sollen diese Fille nochmals gepriift werden. 

In welchem Grad die urspriinglich zusammen mit der 
Zymase des Plasmas gebildete Co-Zymase an diese gebunden 
ist, dariiber sind wir noch sehr unvollstindig unterrichtet. 
Kiirzlich konnte aber von Euler und Nilsson aus einem 
Priparat von Trocken-Oberhefe Co-Zymase durch Glucose 
herausgelést werden®), so daf eine starke Stiitze dafiir ge- 
wonnen zu sein scheint, daf Co-Zymase Zymohexosen bindet. 





1) Bezgl. der Literatur sei auf eine der letzten Arbeiten von Virtanen 
und Karstrém, Diese Zs. Bd. 161. S. 218 (1926) verwiesen. 

2) Euler, Nilsson und Jansson, Diese Zs. Bd. 163, S. 202 (1927). 

°) Vielleicht ist es zweckmiabig, den Begriff Hormon wieder all- 
gemeiner zu fassen und auch solche Biokatalysatoren einzubeziehen, 
welche in allen oder den meisten Geweben gebildet werden. 

4) Virtanen und Simola, Diese Zs. Bd. 168, S. 284 (1927). 

5) Euler und Nilsson, Diese Zs. Bd, 162, S. 264 (1927). — Siehe 
auch Fink und Euler, Diese Zs, Bd. 163, S. 193 (1927). 
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Ob diese Bindung mit derjenigen zusammenhiingt, welche 
zwischen Hexosen und Aminogruppen von Aminosiuren’), Pep- 
tonen und (in geringem Grad) Proteinen eintritt, kénnen wir 
noch nicht angeben. DaB Glucose durch rote Blutkérperchen, 
die in Glucoselésungen aufgeschwemmt werden, verbraucht wird, 
wurde im AnschluB an die Versuche dieses Laboratoriums 
iiber den Co-Zymasegehalt der Erythrocyten von Nilsson und 
Stenwall?) festgestellt, welche zeigten, dab dieser Verbrauch 
von Glucose mit einer Phosphorylierung des Zuckers Hand in 
Hand geht. Andererseits zeigen aber Versuche von KE. Brunius, 
dafi fein verteilte Muskeln verdiinnten Glucoselésungen Glucose 
nicht adsorptiv zu entziehen vermégen (Chem. Ber. 60, Aprilheft). 





) Vgl. Euler und Brunius, Chem. Ber. Bd. 59, 8. 1581 (1926) u. 
Bd. 60, im Druck (12 Febr. 1927). — Siehe auch Neuberg und Kobel, 
Biochem. Zs. Bd. 162, S. 496 (1925). 

?) Nilsson und Stenwall, Sv. Kem. Tidskr. Bd. 39, S. 955 (1927). 
Mit dieser Tatsache stehen zweifellos die Beobachtungen verschiedener 
Forscher tiber die Aufnahme der Glucose durch rote Blutkérperchen aus 
Glucoselésungen in Zusammenhang. Vgl. hierzu besonders die bemerkens- 
werten Untersuchungen von A. Hiusler und O. Loewi, Pfliigers Arch. 
Bd. 213, S. 214 (1926). Auch auf die vorliegenden Beobachtungen tiber 
Glucose-Permeabilitit bei Erythocyten sei hingewiesen. Siehe z. B. 
A. Noma, Ber. ges. Physiol. Bd. 37, S. 135 (1925/26). 








